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Para que se produzcan procesos de proliferación celular, tanto en tejidos 
normales como tumorales, es necesaria la presencia de vasos sanguíneos. La 
formación de estos se realiza a través de un complicado proceso denominado 
angiogénesis y es estimulado fundamentalmente por el factor de crecimiento 
del endotelio vascular (VEGF), que es el más específico y potente, tanto para la 
angiogénesis como para la vasculogénesis. La aparición de una neoplasia 
ocurre como consecuencia de una alteración en el ciclo celular normal que 
lleva a una proliferación excesiva, y teniendo en cuenta que, uno de los 
aspectos críticos para el desarrollo de tumores sólidos es la formación de una 
fuente de irrigación sanguínea, tanto el conocimiento del crecimiento tisular 
como el de los procesos involucrados en la angiogénesis son fundamentales 
para enfrentar una de las principales causas de muerte en el hombre y en los 
animales domésticos, el cáncer. Por otro lado en la regeneración hepática, la 
formación de nuevos capilares a partir de la microvasculatura existente es un 
requerimiento fundamental, lo que convierte al hígado remanente a una 
hepatectomía parcial, en un excelente modelo experimental para estudiar 
algunos de los mecanismos involucrados en la cronobiología de la 
angiogénesis. En el presente trabajo de tesis se analiza la evolución de la 
expresión del VEGF, la síntesis de ADN y la actividad mitótica (AM) a lo largo 
de un periodo circadiano en los hepatocitos del ratón macho adulto durante la 
regeneración hepática y el efecto que ejerce la portación de un tumor maligno 
sobre dichos índices. Se utilizaron 252 ratones machos adultos que fueron 
sometidos a una hepatectomía parcial, la mitad de los cuales fueron además 
injertados con un tumor maligno. Estos animales se usaron para la realización 
de 3 experimentos: 1) estudio de la expresión del VEGF en ratones 
hepatectomizados portadores y no portadores del tumor; 2) estudio de la ADNs 
en ratones hepatectomizados portadores y no portadores del tumor y 3) estudio 
de la AM en ratones hepatectomizados portadores y no portadores del tumor. 
En cada experimento, los ratones fueron divididos en lotes de 6 a 8 animales y 
sacrificados cada 4 horas a lo largo de un período circadiano desde las 26 
hasta las 50 horas poshepatectomía. En todos los casos se tomaron muestras 
de la porción triangular del lóbulo derecho del hígado que fueron procesadas 
con las técnicas histológicas adecuadas según los experimentos diseñados. 
Tanto para la detección de la expresión del VEGF como para la ADNs se 
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utilizaron técnicas inmunohistoquímicas y para la evaluación de la AM se utilizó 
H-E. A partir de los registros individuales se estableció el índice de expresión 
del VEGF, ADNs y AM expresado en porcentaje. A partir de estos índices 
individuales se calculó la media aritmética ± error estándar de cada lote y de 
cada grupo. Estos datos se analizaron estadísticamente mediante el análisis de 
varianza (Anova), en caso de que las diferencias fueran significativas se realizó 
el Test de Tuckey. Los resultados correspondientes a los ratones 
hepatectomizados no portadores muestran la existencia de curvas circadianas 
tanto para la expresión del VEGF con un valor máximo a las 08/46 (hora del 
día/hora poshepatectomía) de 2.6±0.1; en la ADNs con un valor máximo a las 
16/30 de 3.4±0.3 y en la AM cuyo valor máximo se produjo a las 12/50 de 
2.3±0.01. La presencia del tumor injertado ES2 genera cambios detectables en 
las curvas circadianas de la expresión del VEGF, en la ADNs y AM de los 
animales hepatectomizados, provocando modificaciones en la distribución 
espacial y temporal de los valores correspondientes a los mismos. 
El valor máximo de expresión del VEGF se encontró a las 16/30, 8 horas 
después (00/38) se observó el de ADNs. Por su lado el valor máximo de AM se 
produjo 8 horas más tarde al mismo a las 08/46. Finalmente, se puede concluir 
que los factores de crecimiento producidos por las células del tumor maligno 
ES2, de ratones machos de la cepa C3HS hepatectomizados que son liberados 
a la circulación general, podrían reconocer al tejido regenerante con una alta 
tasa proliferativa como una metástasis y serían entonces los responsables de 
alterar el microambiente del tejido hepático determinando de esta forma 
cambios en la cronobiología de la síntesis de ADN, de la actividad mitótica y de 
la expresión del VEGF. 
 
Palabras claves: VEGF- Regeneración hepática-tumor-ADNs-Actividad 
Mitótica 
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La división celular es una propiedad fundamental de los organismos 
vivos. Es el principal mecanismo de crecimiento de órganos y tejidos y depende 
del funcionamiento exacto de dos complejos metabólicos: el que lleva a la 
duplicación de estructuras celulares y el que lleva al almacenamiento de 
energía. La proliferación celular que lleva al crecimiento normal depende del 
balance entre el índice mitótico y la muerte celular programada o apoptosis. 
Este equilibrio puede alterarse, como ocurre después de un daño o destrucción 
celular, situación en la que muchos tejidos reaccionan desarrollando una tasa 
mitótica alta, que persiste durante todo el proceso de reparación.  
Para que se produzcan procesos de proliferación celular, tanto en tejidos 
normales como tumorales, es necesaria la presencia de vasos sanguíneos (73, 
76). La formación de nuevos vasos sanguíneos, también es crucial en otros 
procesos como el desarrollo embrionario, las funciones reproductivas y la 
cicatrización de heridas (17, 74). Por ejemplo, en la regeneración hepática, la 
formación de nuevos capilares a partir de la microvasculatura existente es un 
requerimiento fundamental. Este complicado proceso se denomina 
angiogénesis y es estimulado fundamentalmente por el factor de crecimiento 
del endotelio vascular (VEGF), que es el factor de crecimiento más específico y 
potente, tanto para la angiogénesis como para la vasculogénesis. (181). 
Por otra parte, la importancia de aceptar que la formación de una 
neoplasia ocurre como consecuencia de una alteración en el ciclo celular 
normal que lleva a una proliferación excesiva, y teniendo en cuenta, que uno de 
los aspectos críticos para el desarrollo de tumores sólidos es la formación de 
una fuente de irrigación sanguínea, tanto el conocimiento del crecimiento tisular 
como el de los procesos involucrados en la angiogénesis son fundamentales 
para enfrentar una de las principales causas de muerte en el hombre y en los 
animales domésticos, el cáncer. 
 
Ciclo Celular 
El crecimiento y desarrollo de los organismos vivos dependen del 
crecimiento y la multiplicación de sus células. En los organismos unicelulares, 
la división celular implica una verdadera reproducción, ya que por este proceso, 
a partir de una célula se originan dos células hijas. Por el contrario, los 
organismos multicelulares derivan de una sola célula (el cigoto), y la repetida 
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multiplicación de ésta y de sus descendientes determina el desarrollo y 
crecimiento del individuo (48). 
La reproducción celular está regulada exactamente, de tal manera que la 
formación de células nuevas compensa la pérdida de aquellas que mueren por 
apoptosis (40, 202) o por algún otro mecanismo, para poder así mantener un 
equilibrio adecuado u homeostasis celular. 
El ciclo celular (CC) puede ser considerado como una serie de 
fenómenos en los cuales se sintetiza el material que luego se distribuirá en las 
células hijas. Se lo define como el conjunto de reacciones que se desarrollan 
en la célula para que ésta pueda dividirse en dos hijas (4). 
La duración del mismo varía según el tipo celular, y su regulación surge 
del efecto que factores externos, como la temperatura y los nutrientes 
disponibles, poseen sobre un reloj interno de base genética (202). 
En general, todas las células pasan por dos períodos en el curso de su 
vida: uno de interfase (no división aparente o reposo) y otro de división o 
mitosis (4):  
 
• Interfase: es un período de intensa actividad biosintética, durante el 
cual, la célula incrementa su tamaño y duplica el complemento 
cromosómico en preparación para la división celular. La mayoría de las 
células pasan la mayor parte de su vida en interfase.  
La interfase comprende las etapas G1, S y G2 (33) 
 
9 G1: en esta etapa se activa la síntesis de ARN y proteínas, por lo 
que aumenta el número y tamaño de la mayor parte de los 
organoides. Este período es el más variable pudiendo durar días, 
meses o años. Las células que no se dividen (como las nerviosas o 
las del músculo esquelético) o que se dividen poco (como los 
linfocitos) permanecen largos períodos en G1, que en estos casos se 
denomina G0 porque las células se retiran del ciclo celular (48, 167)  
 
9 S (síntesis de ADN): es el momento en el que se duplican los 
cromosomas, ya que se produce la replicación del ADN y la síntesis 
de las proteínas como las histonas que forman parte de la cromatina. 
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La duración aproximada de esta etapa es de 6 a 8 horas. Sin 
embargo su extensión puede variar, no sólo entre distintas especies, 
sino también entre diferentes momentos del desarrollo de una 
especie, por ejemplo es más corta durante la segmentación 
embrionaria. La replicación de ADN se inicia a partir de complejos de 
prerreplicación formados durante el comienzo de la fase G1. Esto 
trae como consecuencia una única iniciación por ciclo en cada 
origen, lo que permite mantener la cantidad adecuada de 
cromosomas de la especie (4, 117). 
 
9 G2: en esta etapa la célula sintetiza todas las proteínas necesarias 
para la división celular. Tiene una duración de 3 a 4 horas (32). 
 
• Mitosis (o período M): durante esta fase se produce la división de las 
células somáticas. Al final de ésta, la célula se divide en dos células 
hijas cromosómicamente idénticas a la original (139). Toda la mitosis 
tiene una duración aproximada de una hora. Termina cuando la célula se 
divide en dos por el proceso de citocinesis (división citoplasmática). 
Pese a que la mitosis es una secuencia continua de procesos, es 
tradicional dividirla en 5 fases:  
1. la profase, en esta fase los cromosomas replicados inician su 
condensación y comienza a formarse el huso mitótico. 
2. prometafase, en ella se rompe la envoltura nuclear, permitiendo a 
los microtúbulos entrar en contacto con los cromosomas y unirse 
a los cinetocoros de ellos. 
3. la metafase, ocurre cuando las cromátides hermanas, de cada 
cromosoma, permanecen adheridas en el centrómero y se alinean 
en el plano ecuatorial de la célula. 
4. la anafase, es la etapa en la que las dos cromátides hermanas, 
de cada cromosoma replicado, se separan sincrónicamente y 
viajan hacia los polos de la célula. 
5. la telofase, en esta fase se reorganiza la envoltura nuclear 
alrededor de cada uno de los dos conjuntos de cromosomas 
separados en la anafase, y se forman dos núcleos. 
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6. a estas cinco fases de la mitosis, debemos agregar el proceso de 
citocinesis o división citoplasmática, por el cual la célula se divide 
en dos mediante un anillo contráctil de actina y miosina (32, 139, 
152).  
 
Existe un estado en el cual la célula se considera fuera del ciclo celular, 
esta fase se denomina G0. Las células en G0 no se reproducen en condiciones 
fisiológicas normales. Algunas poblaciones celulares, como la mayor parte de 
las neuronas, permanecen toda su vida en G0. Otras, como los hepatocitos y 
las células epiteliales de los adenómeros glandulares, permanecen en G0 
durante días, semanas o incluso años (67), pero pueden reiniciar su ciclo frente 
a ciertos estímulos como la pérdida de masa celular. Algunas células pueden 
salir del ciclo en G2, y reingresar en él iniciando la mitosis en un tiempo breve 
(68,98). 
En la segunda mitad del siglo XX se describieron dos modelos o teorías 
para explicar el CC: 
• Teoría del dominó o de las cascadas regulatorias. Según este modelo, 
desarrollado por genetistas, el CC es una secuencia lineal de eventos 
donde la iniciación de cada paso depende del cumplimiento del anterior, 
ya que el producto de un paso es el substrato con el que se iniciará el 
siguiente. 
• Teoría del reloj o Master timing. Según este modelo, planteado por 
fisiólogos y embriólogos, el CC es el resultado de la expresión de una 
maquinaria bioquímica que oscila entre la mitosis y la interfase, 
independientemente de la finalización de otros eventos. 
 
Inicialmente estos dos modelos sobre el mecanismo del CC parecían 
incompatibles, sin embargo, en la actualidad se habla de una 
complementariedad entre las dos teorías, ya que ambas explican la regulación 
del CC en distintos momentos de la vida de un individuo. Durante las etapas 
iniciales del desarrollo embrionario el mecanismo que controla el CC es el 
postulado por la primera de estas teorías, mientras que durante la reproducción 
de las distintas poblaciones celulares en estadios ontogénicos más avanzados, 
la realidad se acerca a la propuesta del segundo modelo (122, 155, 156). 
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Durante las últimas décadas mucho se estudió acerca de los 
mecanismos moleculares que determinan la progresión a través del CC. Los 
modelos originalmente estudiados fueron las levaduras y el embrión temprano 
del anfibio Xenopus, ya que a pesar de los mil millones de años de evolución 
divergente, todas las células eucariotas utilizan esencialmente las mismas 
moléculas para controlar los procesos que ocurren durante el CC (122).  
Este complejo control es ejercido por una pequeña cantidad de proteín-
quinasas heterodiméricas formadas por una porción reguladora denominada 
ciclina y una catalítica conocida como quinasa dependiente de ciclina (Cdk). 
Las concentraciones de las subunidades ciclinas reguladoras aumentan 
y disminuyen en fase con el CC. Las Cdks sólo tienen actividad enzimática 
cuando se asocian con una ciclina. A diferencia de lo que ocurre con las 
ciclinas, la concentración de las Cdks no se modifica durante el ciclo, en 
cambio su actividad, al ser dependiente de ellas, varía a lo largo del mismo. 
Cada subunidad catalítica puede asociarse con diferentes ciclinas. La 
naturaleza del complejo Cdk-ciclina determina cuáles serán las proteínas 
fosforiladas (125). 
La importancia de estos complejos Cdk-ciclina en la proliferación celular 
comenzó a vislumbrarse en la década de 1970 cuando fue descubierto en 
embriones de anfibios el factor promotor de la mitosis (FPM). Este factor regula 
la iniciación de la mitosis en todas las células eucariontes. Durante cada CC la 
actividad del FPM oscila periódicamente, siendo máxima al inicio de la mitosis y 
mínima o nula en las otras fases. El FPM está formado por dos proteínas de 
distinto peso molecular, una de 34 Kda, llamada p34 y la otra de 45 Kda, 
llamada p45 (155). La p34 es una Cdk codificada por el gen cdc2 (del inglés: 
cell division cycle). La p34 al activarse fosforila a moléculas cruciales para la 
división celular como la histona H1, proteína implicada en el empaquetamiento 
tridimensional del ADN, y las proteínas lámina, que forman la lámina nuclear y 
cuya fosforilación es responsable de la fragmentación de la membrana nuclear. 
Esta Cdk se ha encontrado en todos los organismos eucariotas, aunque 
en las distintas especies se la ha denominado de diferentes maneras tales 
como Cdc2, Cdc28, Cdc28h (152, 155, 211). A principios de la década de 
1980, se descubrió la otra fracción del FPM a la que se denominó ciclina B. 
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Esta ciclina es la responsable de la activación del gen P34 (155). Al 
principio de la interfase la Cdk2 está desfosforilada, pero cuando se asocia con 
la ciclina, se induce la fosforilación de la tirosina 15 y la treonina 16 y se 
produce un pre-FPM. Luego de la entrada en mitosis este pre-FPM se activa a 
FPM mediante la desfosforilación de la tirosina 15. El FPM también activa 
enzimas que degradan a las ciclinas y de esa manera se autorregula (213) ya 
que la disminución de la actividad de éste y la salida de la mitosis dependen de 
la degradación de la ciclina B (125). La destrucción de ésta y de otras ciclinas 
se produce mediante un proceso denominado la poliubiquitinización. Las 
proteínas a punto de ser destruidas se marcan con numerosas moléculas de 
ubiquitina para ser reconocidas por los proteasomas, estructuras multiproteicas 
cilíndricas que contienen abundantes proteasas, en los que se lleva a cabo su 
rápida degradación (125).  
Más recientemente se descubrió el factor promotor de la fase S (FPS), 
que fosforila y regula las proteínas necesarias para la síntesis del ADN. Este 
factor es un heterodímero compuesto por una Cdk que es Cdc28 y una ciclina. 
Experimentos posteriores demostraron que en realidad Cdc28 se une a tres 
ciclinas denominadas ciclinas de G1, formando tres complejos, que constituyen 
los factores promotores de la fase S (125).  
En la mayoría de las células de mamíferos las principales Cdk activas 
han sido denominadas Cdk1, 2, 4 y 6 según el orden de su descubrimiento 
(125).Las células de los mamíferos poseen distintos tipos de ciclinas, siendo 
las más importantes las denominadas A, B, D y E (152, 161, 213). Las dos 
últimas son fundamentales para que la célula duplique su ADN y las primeras 
para que entre en mitosis. Cuando las ciclinas provocan la entrada en la fase S 
se denominan ciclinas de G1, mientras que cuando producen la entrada a la 
fase M se denominan ciclinas de G2. 
La ciclina D es indispensable para que la célula atraviese el punto de 
restricción R, ubicado al final de la fase G1 del CC. En el hombre existen tres 
ciclinas de tipo D emparentadas y las cantidades relativas de las tres en 
diversos tipos celulares son diferentes, por eso nos referimos a ellas en forma 
colectiva como ciclina D (125). El aumento en la concentración de la ciclina E 
también es necesario para que ocurra la transición G1–S.  
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La ciclina A actúa cuando se inicia la fase S, uniéndose a Cdk1, la ciclina 
B también se une al Cdk1 actuando en la fase G2. La formación de estos dos 
complejos es indispensable para la progresión del CC (228). Las ciclinas A y B 
regulan a su vez la entrada en mitosis (161). 
Se conocen, en los mamíferos, tres clases de complejos Cdk-ciclinas 
que controlan el paso a través del CC: los de G1, de fase S y mitótico. Los 
complejos de G1 preparan a las células para la fase S mediante la activación 
de factores de transcripción que causan la expresión de las enzimas 
necesarias para la ADNs (Fig.1). Al final de G1 estos complejos inducen la 
degradación del inhibidor del complejo de fase S, lo que estimula el ingreso a 
esta fase (125). 
Los complejos de fase S fosforilan sitios reguladores en las proteínas 
que forman los complejos de prerreplicación del ADN. Esto activa la iniciación 
de la replicación de éste e impide la aparición de nuevos complejos de 
prerreplicación, para que cada cromosoma sólo se replique una vez durante el 
transcurso del CC.  
Los complejos mitóticos, que solo actúan una vez que se ha completado 
la ADNs, inducen la condensación cromosómica y los demás cambios que 
ocurren en la célula para que se inicie la mitosis. Luego de que todos los 
cromosomas se unen en forma correcta con los microtúbulos del huso, los 
complejos mitóticos activan al complejo promotor de la anafase (CPA). Este 
complejo multiproteico dirige la proteólisis, mediada por ubiquitina, de los 
inhibidores anafásicos, lo cual permite el inicio de la anafase. El CPA también 
dirige la degradación proteolítica de las ciclinas mitóticas, con lo que se 
desencadenan la telofase y la citocinesis (125). 
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Esquema del ciclo celular de una célula de mamíferos, en el 
que se indican los momentos en que actúan los distintos 
complejos ciclinas-CDKs. 
 
Puntos de control del ciclo celular. 
En los organismos multicelulares el preciso control del CC, durante el 
desarrollo y el crecimiento, es decisivo para determinar el tamaño y la forma de 
cada tejido. La replicación celular está controlada por una compleja red de 
mecanismos de señalización que integran señales extracelulares referidas a la 
identidad y la cantidad de células vecinas, y señales intracelulares sobre el 
tamaño celular y programa de desarrollo.  
Existen puntos de control que verifican el progreso de la célula a través 
del CC, para reducir al mínimo la aparición de errores en los diferentes 
acontecimientos. Durante estos puntos la célula toma la decisión de continuar o 
no en el ciclo. El primer punto es el denominado R o de restricción que ocurre 
al final de G1. Otro punto de control funciona durante las fases S y G2, para 
impedir la activación del FPM antes de que se complete la síntesis de ADN. Por 
último existe un control al principio de la mitosis, para evitar la activación del 
CPA y la iniciación de la anafase, antes que el huso mitótico se forme por 
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completo y los cromosomas estén fijados de manera adecuada a los 
microtúbulos del huso (125). 
En mamíferos, el control en G1 está ejercido por una proteína 
citoplasmática denominada p53 (la denominación se debe a que su masa 
molecular es de 53 Kda), que funciona como un factor de transcripción 
actuando también como un sensor de los estímulos externos generados por los 
factores de crecimiento. La proteína p53 es codificada por un gen llamado P53, 
que pertenece a la categoría de los genes supresores de tumores. Se trata de 
un factor de transcripción que estimula la expresión de un gen que codifica una 
proteína inhibidora de las Cdk llamada p21, la cual se une a los complejos 
ciclina-Cdk bloqueando su acción, por lo que las células, al no replicar su ADN, 
quedan detenidas en la fase G1. Finalmente, si se comprueba que el daño en 
el ADN no se corrigió, p53 vuelve a actuar, pero ahora en la fase G2, para 
provocar la muerte de la célula progenitora y con ella la desaparición del riesgo 
que implica para el organismo el ADN alterado (48, 92, 93,122, 134, 157). 
El segundo punto de control, que ocurre en G2, inmediatamente antes 
de la mitosis, también llamado período de control G2-S, tiene una importancia 
aparentemente menor a la de G1. En éste, la célula verifica la corrección de la 
síntesis del material genético (48, 122, 157). En mamíferos, este punto de 
restricción está secuencialmente controlado por una serie de ciclinas: A, D y E 
que se unen a Cdks (191, 225), p53 también actúa en el control de este punto. 
Se ha descripto un tercer punto de control de la progresión del CC, 
ubicado durante la anafase de la mitosis. De alguna manera, este control se 
percibe cuando el huso mitótico no se ha formado del modo adecuado y las 
células quedan detenidas en la mitosis sin finalizarla (157), p53 no interviene 
en este punto de control. 
Además de los mecanismos de regulación intrínsecos mencionados 
anteriormente, existen mecanismos extrínsecos que controlan el CC mediante 
señales procedentes de otras células, como son los factores de crecimiento y 
otras moléculas señalizadoras, las cuales pueden estimular o inhibir la 
proliferación celular (46, 91, 104, 133). 
Se denominan factores de crecimiento a macromoléculas polipeptídicas 
que presentan acciones específicas, potentes, sobre la regulación del 
crecimiento, diferenciación y motilidad de determinadas células blanco (45, 46, 
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91, 132, 133). Estos factores pueden actuar en distintos momentos del CC. 
Algunos, denominados “factores de competencia”, como el factor de 
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), actúan en el pasaje de G0 a G1; 
mientras que otros, como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor 
de crecimiento insuliniforme (IGF), conocidos como “factores de progresión” 
desencadenan el pasaje de G1 a S (1, 45, 46). 
Los factores de crecimiento son primeros mensajeros que interactúan 
con receptores glicoproteicos de membrana que traducen la señal. Los 
receptores para estas sustancias son quinasas que por lo general fosforilan en 
el aminoácido tirosina (TK). Los factores de crecimiento alcanzan acciones 
fisiológicas a bajas concentraciones, pudiendo unos pocos picogramos poseer 
funciones biológicas (1,46). 
Un único factor de crecimiento puede tener diferentes funciones cuando 
actúa sobre distintas poblaciones celulares, ya que la regulación del 
crecimiento no es una propiedad de un factor determinado, sino que depende 
de una compleja serie de interacciones (4, 45,46, 133, 200). 
Por lo general, los factores de crecimiento actúan mediante mecanismos 
paracrinos, autocrinos o yuxtacrinos. Sin embargo, algunos pueden ser 
transportados por sangre, como por ejemplo el IGF, el PDGF y el factor de 
crecimiento transformante beta (TGFß) que originan formas latentes por unirse 
a proteínas séricas y a los gránulos plaquetarios. Otros, como los miembros de 
la familia de los factores de crecimiento fibroblásticos (FGF), pueden 
interaccionar con componentes de la matriz favoreciendo la creación de un 
microambiente especial para ejercer su efecto (46). 
Los grupos más importantes entre las diversas familias de factores de 
crecimiento que se conocen son: 
 
 Superfamilia del Factor de crecimiento transformante beta 
(TGFbeta). 
La familia del TGFbeta, comprende 5 tipos y sus correspondientes 
subtipos. 
Los TGFbeta 1, 2 y 3 se localizan en diferentes tejidos de 
mamíferos, siendo los gránulos alfa de las plaquetas el sitio de mayor 
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abundancia de estos factores, siguiendo en magnitud de concentración 
el hueso. Los TGFbeta 4 y 5 no se han aislado en mamíferos (86). 
Hasta el momento se han detectado 9 tipos de receptores para 
estos factores. Los tipos I y II son los receptores más ampliamente 
difundidos, son glicoproteínas de transmembrana que funcionan como 
quinasas de serina y treonina (86).  
Los TGFbeta son los factores inhibidores de la proliferación 
celular más importantes. Esta inhibición se ha demostrado in vitro sobre 
diversos tipos de epitelios, endotelios y fibroblastos (3, 169). Actúan 
especialmente mediante mecanismos autocrinos, tal como se observó 
en epidermis. También se ha demostrado in vitro que poseen acciones 
estimulantes sobre la diferenciación de algunas células y sobre la 
síntesis de colágeno, fibronectinas y proteoglicanos. (43). 
In vivo, se demostró que la mayoría de los ratones nulos para 
TGFbeta1 mueren durante la vida prenatal, los que llegan a nacer 
presentan inflamaciones de distintos órganos y mueren al cumplir 3 
semanas de vida (118). 
Dentro de esta superfamilia encontramos también a la familia del 
decapentaplégico (DPP), la cual incluye alrededor de 20 sustancias que 
intervienen en el desarrollo ontogénico de los metazoos (70); la familia 
del MIS (sustancia inhibitoria de Müller), la cual es producida por las 
células de Sértoli fetales e induce la apoptosis de los conductos de 
Müller en el embrión masculino (27) y la familia de las activinas e 
inhibinas, las cuales constituyen un grupo de péptidos diméricos aislados 
del licor folicular de los folículos ováricos que poseen capacidad para 
regular la producción de FSH por la hipófisis (162), aunque hoy se 
conoce que las activinas también tienen funciones muy importantes 
durante el desarrollo embrionario y la reparación de heridas. 
 
 Familia del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF). 
El PDGF fue aislado en 1974 a partir de los gránulos alfa de las 
plaquetas sanguíneas. Las 3 formas más comunes son: AA, AB y BB. 
Los receptores para PDGF son TK diméricas que inician cascadas de 
reacciones que culminan con la estimulación de protoncogenes 
nucleares como c-fos y c-myc (81).  
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In vitro poseen efectos sobre diversas poblaciones celulares. Se 
sabe que estimulan la proliferación y detienen la diferenciación de 
células tan diversas como miocitos del músculo liso y células de Ito (81).  
In vivo se ha comprobado su intervención en procesos de 
regeneración y reparación, como por ejemplo en la regeneración 
muscular y cutánea (28). 
 
 Familia de los factores de crecimiento fibroblásticos (FGF). 
Dentro de esta familia se incluyen varios miembros como el FGF1, el 
FGF2 y el FGF7 (también llamado KFG o factor de crecimiento para 
queratinocitos) (63). El prototipo de la familia es FGF-2 o bFGF. Este 
actúa no solo mediante la unión a receptores TK, sino también por 
acción directa sobre el núcleo, que al internalizarse forma complejos 
FGFR-FGF que actuarían como factores de transcripción. Además, la 
secreción de FGF-2 no se produce por exocitosis, como ocurre con los 
demás factores, sino que la célula lo libera al ser destruida o cuando 
presenta ciertas alteraciones (189). 
In vitro se ha comprobado que los FGFs poseen efectos 
mitogénicos, quimiotácticos y estimulantes sobre la diferenciación celular 
(10). Dentro de las células que son blanco de su acción se encuentran: 
condrocitos, hepatocitos, osteoblastos, mioblastos, melanocitos, células 
indiferenciadas del sistema nervioso central, epitelio esofágico, etc (63). 
In vivo se han corroborado algunas de las funciones que estos factores 
poseen in vitro. Se destacan los efectos sobre el desarrollo embrionario 
y, en el caso específico de KGF, el efecto mitogénico sobre los epitelios.  
 
 Familia del factor de crecimiento epidérmico (EGF). 
Esta familia está constituida por un grupo de péptidos que incluye a: 
EGF, TGFalfa (Factor de crecimiento transformante alfa), int 2, Vaccinia 
growth factor, anfiregulina, beta regulina y la subfamilia de las 
neuroregulinas (227). 
La homología entre el EGF y el TGFalfa es de un 55% (186). 
Ambos comparten un receptor, c-erbB o EGFR, que es también una TK 
(142). Los receptores del EGF, conocidos también como ErbB, consisten 
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en 4 receptores de transmembrana los cuales se unen a receptores 
tirosina kinasa, entre los que se incluyen: EGF, Amphiregulin, 
Betacellulin, Heparin-Binding EGF, Epiregulin y Neuregulinas. (227). 
El EGFR es abundante en diversas poblaciones celulares, 
especialmente en los epitelios como el del esófago y el del intestino (83). 
La producción de EGF es importante en las glándulas submaxilares, 
glándulas de Brunner y tubos contorneados distales del riñón (203). La 
expresión del gen de EGF y de EGFR en los tejidos varía con el sexo, la 
edad y la hora del día (184).  
In vitro la presencia de estos péptidos estimula la proliferación de 
poblaciones epiteliales tales como hepatocitos y células de los túbulos 
renales (140). También eleva los índices de apoptosis en diversas líneas 
celulares (112). 
In vivo se ha demostrado que el tratamiento de ratones adultos 
con TGFalfa produce una elevación de la ADNs en los epitelios de 
lengua, pulmón, esófago, estómago glandular y aglandular, intestino, 
etc., este fenómeno tiene dependencia con los ritmos circadianos (112, 
184). 
 
 Factor de crecimiento hepatocítico (HGF). 
Este factor tiene localizaciones y acciones múltiples por lo que en un 
comienzo, al creer que eran sustancias distintas, se lo denominó de 
diferentes formas tales como hepatopoyetina A, factor scatter, factor 
citotóxico tumoral y factor mitógeno epitelial derivado de fibroblastos. 
Actualmente se sabe que todos estos nombres se refieren a la misma 
sustancia a la que se conoce como HGF (102). 
El receptor de HGF (HGFR) es el producto del protoncogén c-met. 
Es una TK que por lo general se encuentra en epitelios y melanocitos y 
liga al factor producido por células del estroma. En el hígado el HGF es 
sintetizado por las células de Ito y en el riñón por las endoteliales y 
mesangiales (102).  
El HGF es un modulador pleiotrópico de la proliferación, 
morfogénesis y desplazamiento epitelial. In vitro es el mitógeno más 
potente para hepatocitos, estimulando también la proliferación de las 
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células de los túbulos colectores y los proximales renales, y de líneas 
celulares de melanomas y de carcinomas mamarios (168). También 
modifica la motilidad de diversos cultivos primarios y de numerosas 
líneas celulares (138). 
In vivo se conoce su importancia en la regeneración hepática que 
sigue a una hepatectomía subtotal en roedores (145), así como sus 
acciones en la regeneración renal (138). 
 
 Factores de necrosis tumoral (TNF). 
Esta familia incluye 2 factores: TNFalfa (o caquexina) y TNFbeta (o 
linfotoxina) (219). 
El TNFalfa es producido por diversas células, entre las que se 
incluyen a las endoteliales, macrófagos, monocitos, linfocitos, 
polimorfonucleares neutrófilos, astrocitos y miocitos del músculo liso, en 
cambio la producción de TNFbeta está más restringida, limitándose a los 
linfocitos T CD4 y CD8 activados (219).  
In vitro el TNFalfa inhibe la producción de colágeno (35), también 
produce muerte celular en hepatocitos en cultivo y en numerosas líneas 
celulares (108). 
In vivo repara daños tisulares, por lo que su producción es 
inducida en grandes cantidades por lipopolisacáridos, bacilo de Calmet-
Guerin, virus, IFNdelta, células tumorales, toxinas parasitarias, IL2 y 
fracciones del complemento como C5a. Su administración a dosis 
elevadas, origina los trastornos típicos de las endotoxinas, incluyendo 
caquexia, acidosis, inflamación, fiebre, rigores, mialgia, cefalea, injuria 
tisular, shock, CID (coagulación intravascular diseminada) y muerte (166, 
210). En el hígado se asocia a efectos relacionados tanto con la 
regeneración como con la reparación. Inicia la cascada que lleva a la 
fibrosis (9), pero cuando se administra en dosis menores a la tóxica, 
estimula la ADNs y la actividad mitótica del hígado regenerante (29). 
Durante la regeneración hepática el TNFalfa sería producido por las 
células de Kupffer (144). 
El TNFbeta compite con el TNFalfa por el receptor; su acción 
principal es inducir muerte celular, también incrementa el efecto 
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citotóxico de los neutrófilos y la adhesión de plaquetas y leucocitos al 
endotelio (219). 
 
 Familia de los Factores de crecimiento semejantes a insulina (IGFs). 
Estas sustancias actúan como mediadores de las acciones de la 
hormona del crecimiento (GH), por lo que en un principio fueron 
denominadas somatomedinas. Posteriormente se les otorgó el nombre 
de IGFs por sus semejanzas estructurales y funcionales con la insulina. 
Hoy se conocen dos miembros en la familia: IGF I e IGF II (220). 
Existen dos receptores para IGFs: IGFR-I e IGFR-II. El IGFR-I es 
una TK muy semejante al receptor de insulina, mientras que el IGFR-II 
no es una TK, sino que es el receptor de manosa 6-P típico de los 
lisosomas. La función de IGFR-II como receptor para los IGFs es 
exclusiva de los mamíferos y sólo sería indispensable durante el 
desarrollo prenatal (220). 
Los niveles séricos de los IGFs se mantienen mediante la 
producción hepática, los tisulares obedecen a la sumatoria de factores 
liberados por mecanismos paracrinos y autocrinos, además de aquellos 
derivados de la síntesis endocrina hepática. La producción hepática es 
regulada por la GH, pero la de los otros tejidos es coordinada por 
señales diferentes (103). Existe un grupo de proteínas de unión a los 
IGFs, las IGFBP, de las que existen 6 tipos. La más importante es la 
IGFBP-3, que es la encargada de ligar a los factores presentes en 
plasma (179).  
In vitro se demostró que los IGFs son factores de progresión, que 
para ejercer efectos mitogénicos requieren previamente de la acción de 
factores de competencia como PDGF que eleva la concentración de 
IGFR de las células. Estos factores incrementan la proliferación de 
condrocitos, osteoblastos, músculo liso, epitelio de los túbulos 
contorneados proximales, queratinocitos, astrocitos, etc. Además 
impiden la entrada en apoptosis de células hematopoyéticas y estimulan 
la diferenciación de mioblastos y osteoblastos (103). 
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In vivo los IGFs son los mediadores de muchas de las acciones 
de la GH, reemplazando la mayor parte de los efectos de la hormona 
cuando se inyectan en ratas hipofisectomizadas (199).  
 
 Familia del Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF). 
El miembro representativo de esta familia es el VEGF-A. Este factor es 
un mitógeno específico de las células endoteliales que interviene tanto 
estimulando la vasculogénesis como incrementando la permeabilidad 
vascular (181). VEGF-A es capaz de inducir la formación de nuevos 
vasos tanto a lo largo del desarrollo y crecimiento normal como durante 
la reparación fisiológica de los tejidos (87).  
Más adelante se describe con mayor detalle. 
 
 Steel o Factor de crecimiento para mastocitos o para Stem cells. 
Este factor es necesario para el mantenimiento de los melanocitos y de 
las células primordiales germinativas. Su receptor es el producto del 
protoncogén c-kit semejante al PDGFRalfa. (127). 
 
Ritmos biológicos 
Se puede definir el término ritmo como la variación periódica de un 
proceso en el tiempo. Se trata de la manifestación de un fenómeno que se 
repite con el mismo período. Por otra parte, se define como período al intervalo 
en el que un ciclo se completa. 
Muchos procesos fisiológicos tales como la velocidad de crecimiento, la 
tasa metabólica, etc. cambian según la hora del día, el clima y las estaciones 
del año. Algunas especies surgen y desaparecen; toda la vida se manifiesta 
como un movimiento permanente; sin embargo los procesos biológicos 
presentan ciclos que se repiten con cierta frecuencia. La comprensión de la 
importancia de la ritmicidad pasa, en gran medida, por la demostración de la 
generalidad de este fenómeno en prácticamente todos los seres vivos 
estudiados en diversos niveles de análisis, que van desde el metabolismo 
celular hasta el comportamiento de las poblaciones.  
Expresión del Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) Durante la Regeneración Hepática      Andrini L.B 
   
20 
Los ritmos biológicos (RB) dotados de periodicidad no están 
subordinados a alguna concientización del tiempo medido por el reloj 
mecánico, sino que están controlados por relojes biológicos, los que en un 
buen número de casos ya son conocidos. 
Para Pittendrigh (171) el ciclo diario de luz habría sido el agente primario 
selectivo para que emergieran oscilaciones rítmicas. La obtención de curvas de 
respuesta de fase en varias especies de animales y vegetales mostraba 
inequívocamente que algunos factores ambientales, tales como la iluminación o 
la temperatura tenían efectos importantes sobre la expresión de los ritmos 
endógenos, produciendo ajustes (sincronizaciones) a través de mecanismos 
biológicos específicos y dentro de limites bien definidos para cada especie.  
Las oscilaciones externas sincronizadoras de la expresión de los ritmos 
endógenos (como la alternancia luz/oscuridad) fueron denominadas Zeitgebers, 
neologismo alemán que significa “donantes del tiempo” por Aschoff (12), o 
agentes sincronizadores por Pittendrigh (171). 
Potencialmente, muchos ciclos físicos como aquellos de presión 
atmosférica, de campos electrostáticos y electromagnéticos, serían 
reconocidos como Zeitgebers. Existen evidencias dispersas de los efectos de 
algunos de éstos sobre los ritmos de roedores (94). Muchas manipulaciones de 
rutina en animales de laboratorio, tales como el cambio de jaula, la 
administración de drogas, etc, tienen efectos importantes sobre los RB (153). 
También se reconoció la influencia de la disponibilidad de alimento sobre 
los RB en roedores, marsupiales y otros mamíferos (94). La demostración 
básica de la cronobiología, según la cual el estado de los organismos varía 
regularmente a lo largo del tiempo, tiene implicancias importantes sobre las 
variaciones en los efectos de drogas, tanto en organismos sanos como 
enfermos. Esta aplicación del conocimiento de los RB se denominó 
Cronofarmacología. Así se supo que la aplicación de drogas para inducir 
respuestas satisfactorias y tratar estados patológicos tiene una eficacia 
diferente según el momento en que se administran los medicamentos a los 
pacientes (198). También se observó que la toxicidad y la eficacia de más de 
veinte agentes anticancerígenos dependen de la temporización circadiana en 
su administración, así como el éxito del tratamiento de algunos tumores puede 
depender del momento en que se realice la extracción del mismo (148).  
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En los RB se puede establecer un valor máximo, denominado pico o 
acrofase, un valor mínimo o valle y un valor medio o mesor. La diferencia entre 
los valores máximos y mínimos se denomina amplitud y el número de 
ocurrencias por unidad de tiempo se conoce como frecuencia. El período es la 
duración en unidades de tiempo de cada ciclo, obviamente es inversamente 
proporcional a la frecuencia. Con el término fase se designa al valor en un 
determinado momento. 
Los RB se manifiestan en períodos que van desde milisegundos, como 
los ritmos de disparo de neuronas; hasta siglos, como el movimiento del bambú 
chino (ciclos de 100 años). Según la frecuencia, los RB se pueden clasificar en: 
9 Ritmos de alta frecuencia: se repiten en un tiempo que va de un 
segundo a media hora, como ejemplo podemos mencionar los 
ciclos respiratorios y cardíacos. 
9 Ritmos de frecuencia media: Su periodicidad varía entre los 30 
minutos y los 2,5 días. Los que están asociados al ciclo 
luz/oscuridad son conocidos como ritmos circadianos (RC), (del 
latín: circa, próximo; dies, día), y su período varía entre 20 y 28 h, 
de acuerdo a la especie. Dentro de esta frecuencia encontramos 
también a los ritmos infradianos, ritmos de baja frecuencia, con 
períodos de más de 28 h, y los ritmos ultradianos, oscilaciones de 
mayor frecuencia, con períodos menores a 20h. 
9 Ritmos de baja frecuencia: tienen períodos mayores a los 2.5 
días, como los ritmos semanales, circunmensuales y circanuales 
(38, 54, 147). 
 
Para explicar la compleja expresión de los ritmos intrínsecos de los 
organismos aplicamos el concepto de intermodulación, ya que una buena 
sincronización de los eventos produce un mejor aprovechamiento de los 
recursos energéticos disponibles. La comprensión de las correlaciones e 
interacciones entre los ritmos circadianos, ultradianos e infradianos es 
fundamental para comprender la organización temporal de los seres vivos. 
Los RB tienen una base genética, habiéndose encontrado genes que los 
regulan en ratón, hamster, Drosophila, nematodes y hongos. En general estos 
genes son de dominancia incompleta (217). Los ritmos, establecidos 
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genéticamente, no coinciden exactamente con los ciclos geofísicos, pero el 
medio externo, mediante los Zeitgebers, condiciona esta periodicidad innata y 
la hace coincidir con los ciclos ambientales (147). 
El oscilador primario de los ritmos es el núcleo supraquiasmático, al que 
llegan las fibras de las neuronas W de la retina, que no intervienen en la visión. 
Este núcleo se conecta con otras áreas hipotalámicas, incluidas aquellas que 
regulan la función adenohipofisiaria. También se conecta con el ganglio cervical 
superior, que a su vez envía fibras a la glándula pineal regulando la producción 
de melatonina, hormona que actúa sobre diversas áreas del sistema nervioso 
central, incluyendo al núcleo supraquiasmático (38, 147). En general, las 
hormonas suelen actuar como mediadores tisulares de los RB, por ejemplo la 
adrenalectomía determina la suspensión de los RC de la actividad mitótica, del 
número de eosinófilos en sangre y de la concentración hepática de fosfolípidos 
(95, 157).  
Cuando se realizan experimentos cronobiológicos, como ocurre en este 
plan, es imperativo que el ciclo luz-oscuridad sea controlado, registrado y 
explicitado ya que este ciclo es considerado el principal sincronizador de los 
RC, por modificar la fase de los ritmos de muchas especies. Otros 
sincronizadores, tales como los cambios cíclicos en la temperatura, el nivel de 
ruido, los olores, la humedad y la disponibilidad de alimento, deben ser 
mantenidos en niveles relativamente constantes, permitiendo que solamente el 
ciclo luz-oscuridad actúe como sincronizador. En el caso de una investigación 
de los RC el intervalo entre medidas debe ser de aproximadamente 4 h (8). 
 
Ritmos Circadianos y proliferación celular. 
Las diferentes etapas del CC presentan, en numerosas poblaciones 
celulares, variaciones circadianas (23, 93). Por ejemplo, el epitelio lingual es 
una población celular lábil con una elevada actividad mitótica. En el ratón, sus 
células se renuevan cada 5-6 días (96) y como es habitual en los epitelios 
estratificados, las células proliferantes se encuentran en los estratos basales 
(84, 96). Se ha demostrado la existencia de células detenidas en el estadio G2 
del CC en este epitelio (66). En los queratinocitos linguales se ha demostrado 
la presencia de un RC (80) en la ADNs con un valor máximo a las 04:00 h y un 
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valor mínimo a las 16:00, mientras que AM presentó un valor máximo a las 
12:00 y un valor mínimo entre las 00:00 y las 04:00.  
Echave Llanos (1971) encontró un RC en la AM en las células de la pars 
intermedia de la hipófisis. 
Por otro lado, también se encontraron evidentes ritmos circadianos en la 
AM de las siguientes poblaciones celulares: hepatocitos, con un valor máximo a 
las 12:00 horas y un valor mínimo entre las 00:00 y las 04:00 horas; enterocitos 
de las criptas duodenales, con un valor máximo a las 12:00 y un mínimo a las 
00:00 (98); sialocitos de la glándula submaxilar, con un pico a las 12:00 y un 
valle a las 00:00 hora y en los queratinocitos linguales de la cara dorsal, un 
valor máximo a las 12:00 y un valor mínimo a las 20:00 horas (68). 
Coincidiendo con estos resultados, en los renocitos se evidenció un RC 
de la AM con un valor máximo a las 12:00 horas y un valor mínimo a las 00:00 
hora. (99). En cuanto a las poblaciones celulares neoplásicas se ha 
demostrado la presencia de variaciones circadianas en los niveles de actividad 
mitótica tanto en carcinomas mamarios (56), como en algunos hepatomas y 
carcinomas hepatocelulares (150). 
Por su parte el hígado está formado por diversas poblaciones celulares, 
entre las que se encuentran los hepatocitos, que constituyen el 90% de la masa 
hepática total. El 60% de los núcleos celulares presentes en los preparados de 
este órgano corresponden a los núcleos de estas células (5). Los hepatocitos 
ejemplifican lo que se denomina una población celular en “reposo proliferativo”, 
ya que la mayoría de ellos se encuentran en un estado de arresto, fuera del 
CC, denominado G0, estadio en el que no se dividen. Sin embargo, frente a la 
presencia de un estímulo suficientemente importante, como la extirpación de un 
lóbulo hepático, los hepatocitos presentan una gran respuesta proliferativa 
(185). 
En el hígado existen células troncales o Stem cells, que posiblemente 
sean las ubicadas en las paredes de los conductos de Hering. A partir de éstas 
pueden derivar tanto las células ductales como los hepatocitos, pero sólo 
proliferan cuando hay un daño extenso de células y matriz, y los hepatocitos 
pierden su capacidad regenerativa. En cambio, la regeneración masiva del 
parénquima hepático tras la hepatectomía, se produce por proliferación de los 
propios hepatocitos, ya que bajo condiciones normales y con una trama 
Expresión del Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) Durante la Regeneración Hepática      Andrini L.B 
   
24 
conjuntiva normal, la gran mayoría de éstos tendrán uno o más ciclos de 
división celular (113, 144). 
Las respuestas del hígado frente a los estímulos que desencadenan la 
proliferación se pueden clasificar en: 
9 Respuesta regenerativa: es la que se produce luego de un daño 
generalizado, tal como el generado por la isquemia o por tóxicos 
hepáticos. 
9 Respuesta compensatoria: produce la hiperplasia de un lóbulo 
por la pérdida de otro. 
9 Hiperplasia y/o hipertrofia por estímulos exógenos (5). 
 
La presencia de RC en la actividad mitótica de los hepatocitos del ratón 
puede evidenciarse desde las 2 semanas de edad, sin embargo esto no se 
observa en ratas de la misma edad (24). En el ratón el ritmo proliferativo se 
mantiene en los hepatocitos de los animales adultos a pesar de su escasa 
actividad proliferativa (205). 
Ya en la tercera semana de vida se pueden observar, en los hepatocitos, 
mitosis sin citocinesis. En estas divisiones se forman células binucleadas, las 
cuales, por fusión nuclear, podrían originar la población tetraploide 
mononucleada que representa el 80% de los hepatocitos del ratón adulto. 
Además, se pueden encontrar hasta un 10% de células octaploides y existe 
asimismo un porcentaje muy bajo de hepatocitos con ploidias aún mayores (5). 
 
Regeneración hepática. 
El hígado de los roedores es un órgano multilobular compuesto de 5 
lóbulos lo que permite realizar, con cierta sencillez, hepatectomías parciales 
removiendo los lóbulos mediano y lateral derecho, con lo que se quita el 68% 
del órgano, sin alterar a los lóbulos restantes. Los lóbulos seccionados no 
vuelven a crecer sino que se produce una hiperplasia compensatoria en los no 
extirpados, por lo que en realidad este proceso no seria una verdadera 
regeneración sino una hiperplasia compensatoria de los lóbulos remanentes 
(69, 144, 145). La regeneración hepática es un evento que involucra múltiples 
procesos celulares y una compleja interacción entre citoquinas y factores de 
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crecimiento. Técnicamente puede ser dividida en tres fases: iniciación, 
proliferación e inhibición. (208). 
La hepatectomía genera rápidos cambios morfológicos en todas las 
poblaciones celulares del hígado entre las que podemos mencionar a los 
hepatocitos, células endoteliales sinusoidales, células epiteliales de los 
conductos biliares y las células estrelladas (143). A los 30’ de realizada la 
misma, ya se observa que los hepatocitos ubicados en la periferia de los 
lobulillos comienzan a desplazar el ergastoplasma hacia la membrana celular 
(144, 145). Algunas horas después de la cirugía las células contienen más 
lípidos y menos glucógeno, mientras que el número de uniones tipo GAP en los 
hepatocitos desciende unas 100 veces entre las 9 y las 35 horas 
poshepatectomía (144, 145). Algunos parámetros fisiológicos también 
comienzan a modificarse, por ejemplo a los 10 minutos de la cirugía se 
hiperpolariza la membrana celular y entre los 30 y 60 minutos se incrementa la 
expresión de genes relacionados con el CC como ras y myc (145, 209). 
Pasadas las 16 horas hay un pico en la fosforilación de histonas, el cual sería 
mediado por el AMPc (5). Los niveles de algunas enzimas que intervienen en el 
ciclo celular, como la timidina quinasa, permanecen elevados durante varios 
días poshepatectomía, incluso algunas, como la colesterol 7 alfa hidroxilasa, 
alcanzan lo que se denomina una retrodiferenciación, acercándose a los 
niveles fetales (5). 
En la rata, durante las primeras 40 horas poshepatectomía, entre el 90% 
y el 95% de los hepatocitos duplican su ADN (144). Esta síntesis comienza 
entre las 15–18 horas posteriores a la cirugía. Schibler observó el pico máximo 
de ADNs en los hepatocitos a las 24 h postcirugía en ratas y 36 h en ratones, 
independientemente del momento en que se realizó la cirugía (185). En tanto 
los índices mitóticos se incrementan alrededor de las 22 h luego de la 
operación (5, 144, 145).  
El hígado humano muestra un curso más variable dependiendo entre 
otros factores, del estado nutricional y de posibles condiciones patológicas. 
(144) 
Los niveles de proliferación descienden significativamente cuando se 
alcanza el peso hepático original (69). 
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Durante la primera onda de proliferación muchos de los hepatocitos 
entran en la fase S del ciclo celular, pero no al mismo tiempo. Estudios 
realizados con la incorporación de timidita tritiada demostraron que más del 
90% de los hepatocitos participan en el proceso regenerativo. La respuesta 
proliferativa de los hepatocitos comienza en ratas a las 48 h. alrededor de las 
tríadas portales, progresando hacia el centro del lobulillo hepático alrededor de 
la vena central, mientras que en los otros tipos celulares se observó en tiempos 
diferentes. Por ejemplo las células estrelladas y les epiteliales de los conductos 
biliares proliferan más lentamente y presentan un pico a las 48 h luego de la 
cirugía. Las células endoteliales comienzan a proliferar al tercer día de la 
hepatectomía y marcan un pico al 5º día de realizada la misma. (144) 
La duración del ciclo hepatocítico durante la regeneración hepática es de 
33 h en la rata y de 37 h en el ratón (5). Luego de la hepatectomía parcial se 
observa un aumento de la ploidía, con un descenso en el número de células 
binucleadas (5). Los fenómenos proliferativos alcanzan a los hepatocitos 
diploides, tetraploides y octaploides (144) aunque, según algunos autores, 
estas células poliploides estarían detenidas en G2 e intervendrían en la 
respuesta rápida a tóxicos como el acetato, pero no en la respuesta a la 
hepatectomía (5).  
Con respecto a la existencia de RC en la regeneración hepática, Echave 
Llanos y col. (62), trabajando con ratones sometidos a condiciones controladas 
de estandarización, encontraron en la AM de los hepatocitos un RC evidente 
con picos a las 14:00 h, desde las 24 h hasta las 240 h poshepatectomía. El 
valor máximo se observó al segundo día, siguiendo en magnitud los índices 
hallados a las 72 y 96 h luego de la cirugía. Por otra parte, Martín et al. (131) 
demostraron la presencia de RC en la ADNs de los hepatocitos regenerantes.  
 
Regulación de la respuesta regenerativa 
Los experimentos realizados por nuestro grupo de trabajo demostraron 
que el plasma del ratón normal o portador de un tumor tiene efectos inhibidores 
sobre la actividad mitótica del hígado regenerante (62). Esta modificación se 
manifestó a las 22 h post-inyección, por lo que se infirió que las sustancias 
involucradas estarían actuando en la etapa G1 del CC. Por otra parte, el 
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tratamiento con suero extraído de ratas hepatectomizadas, estimuló la actividad 
mitótica del hígado normal, incrementando hasta 6 veces la actividad de ADNs. 
Este aumento en la ADNs comenzó en la región periportal y alcanzó luego a las 
células de los conductos biliares, pero no se observó cuando lo que se 
inyectaba era el suero de animales sometidos a falsa hepatectomía (121). 
Trabajos recientes demuestran que en la regeneración poshepatectomía 
intervienen importantes señales nerviosas, endocrinas, autocrinas, yuxtacrinas 
y paracrinas, muchas de las cuales están mediadas por factores de crecimiento 
(144). Entre los numerosos factores de crecimiento y citoquinas que poseen 
acción sobre los hepatocitos podemos mencionar a los siguientes: 
 
• TGFalfa y EGF: el ARNm del TGFalfa comienza a incrementarse entre 
las 3 y las 5 h poshepatectomía y se eleva hasta 9 veces a las 24 h de 
realizada la misma (144). Esta concentración incrementada se mantiene 
hasta las 72 h, momento en que los niveles del factor comienzan a 
descender hasta que dejan de ser detectables a las 96h (142). El efecto 
es paracrino, autocrino y yuxtacrino ya que el factor es sintetizado por el 
mismo hepatocito (140). 
La expresión del EGFR también se incrementa en los hepatocitos 
durante la regeneración (136).  
Cuando se realiza la hepatectomía, la concentración de EGF 
aumenta en la circulación periférica tan solo en un 30%, sin embargo el 
incremento del factor en la sangre portal alcanza el 300%. Esto se 
explica porque la noradrenalina, que circula en el plasma después de la 
cirugía, estimula la secreción de EGF por parte de las glándulas de 
Brunner, y el factor producido por ellas llega rápidamente al hígado a 
través de la vena porta. Se trata de un factor mitogénico para los 
hepatocitos (144). 
 
• HGF: en el hombre se observó un aumento de los niveles plasmáticos 
de este factor una hora después de la hepatectomía parcial, existiendo 
en ocasiones un segundo pico a las 96 h (136, 144). En los roedores se 
encontró que luego de la hepatectomía se produce un aumento en los 
niveles de HGF en pulmón, riñón y bazo, que precede al aumento en el 
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hígado, por lo que se cree que el pico plasmático de HGF que ocurre 
una hora después de la cirugía, es de origen extrahepático, y está 
producido por las células del estroma de los órganos mencionados. En 
el hígado, el HGF es sintetizado por las células de Ito y en menor 
medida por las de Kupffer, en las que la producción se mantiene elevada 
durante todo el primer día poshepatectomía (144). El HGF permitiría la 
ADNs en células sobre las que ya actuaron TNF e IL6 (107, 144). 
 
• FGF: los niveles de este factor se elevan 24 h poshepatectomía. (26). La 
familia de este factor está formada por 23 miembros. Muchos de ellos 
tienen efectos mitogénicos sobre diversos tipos celulares, incluyendo a 
los hepatocitos. Por ejemplo los FGF1 y FGF2 son mitogénicos 
específicos para esta población celular. La expresión de los genes de los 
receptores de ambos factores se incrementa durante la regeneración 
hepática (144). 
 
• TGFbeta: En ratas, el ARNm de este factor, comienza a elevarse a las 
tres horas poscirugía, triplicándose su concentración a las 24 h. Desde 
este momento los valores se mantienen aproximadamente constantes 
hasta las 72 h (momento del pico), y comienzan a descender a partir de 
las 96 h. El pico de TGFbeta es posterior a los correspondientes a 
ADNs, índice mitótico y expresión de la proteína RAS en los hepatocitos 
(144, 183). 
La inyección de TGFbeta 1 o 2 a ratas hepatectomizadas 11 h 
antes, determina un descenso significativo en la ADNs, que no ocurre en 
los animales sometidos a una falsa hepatectomía. La inhibición que 
genera el TGFbeta es dosis dependiente y se revierte con el tiempo 
(183). Diferentes investigadores sugieren que este factor estaría 
involucrado en las últimas etapas de la regeneración hepática. (144) 
 
• TNF: el tratamiento con TNFalfa, en dosis inferiores a la tóxica, 
incrementa la actividad mitótica y la ADNs hepáticas 5 días después de 
la hepatectomía en ratas (29). Este aumento también ocurre en animales 
con falsa hepatectomía (29). Tanto el TNFalfa como la IL6 son 
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componentes importantes de los primeros signos de la regeneración 
hepática (107). Las endotoxinas podrían estimular a las células de 
Kupffer para que produzcan el TNFalfa involucrado en la regeneración. 
Este factor estimula la síntesis de IL6, también por parte de las células 
de Kupffer, inmediatamente después de la hepatectomía. Se supone, 
entonces, que el rol de TNFalfa es mediado por la IL6. La concentración 
de TNFalfa permanece elevada durante 24 h (144). En muchas 
ocasiones el TNFalfa induce apoptosis en las células tumorales. (144) 
 
• Norepinefrina: Este es un neurotransmisor del sistema nervioso 
simpático producido por la porción medular de la glándula adrenal que 
ejerce sus efectos en algunos tipos celulares, entre los que se incluyen a 
los hepatocitos a través del receptor alfa-1 adrenérgico (AIR). La 
norepinefrina no es un factor mitogénico directamente para los 
hepatocitos pero aumenta y sinergiza los efectos mitogénicos del EGF y 
HGF. Por otro lado, inhibe parcialmente los efectos mitoinhbidores del 
TGFß1 sobre los hepatocitos (144). 
 
• Factores de crecimiento asociados con la angiogénesis: la 
restauración de la histología normal del hígado requiere de la formación 
de una red vascular, necesaria para la provisión de los nutrientes para 
las distintas poblaciones celulares que presenta dicho órgano. La 
angiogénesis es un evento precisamente regulado durante la 
regeneración hepática. La proliferación de las células sinusoidales 
comienza a los 2-3 días poshepatectomía y la de los hepatocitos a las 
48 h, siendo luego invadidos por las células endoteliales para completar 
la formación de los nuevos capilares sinusoidales y así restaurar el 
parénquima hepático. Por lo tanto, las células endoteliales son 
estimuladas por una amplia gama de factores angiogénicos producidos 
por los hepatocitos durante la regeneración hepática. Dentro de estos 
podemos mencionar al VEGF, el factor más potente y mejor estudiado; 
como así también la angiopoyetina 1 y 2 y otros factores con efectos 
angiogénicos como el TGFalfa, FGF1, FGF2, HGF producidos por las 
células endoteliales y las estrelladas (144, 224). 
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Estudios previos han demostrado que la expresión del ARNm del 
VEGF se incrementa entre las 48 y 72 h poshepatectomía y luego 
disminuye gradualmente (195). Sin embargo, por métodos 
inmunohistoquímicos se reveló que la expresión del VEGF comienza 24 
h luego de la cirugía, con un pico a las 72 h (78). La mayoría de los 
hepatocitos marcados positivamente estaban ubicados en las áreas 
periportales, siendo, entonces, la secreción de VEGF por parte de los 
hepatocitos proliferantes, un inductor importante de la proliferación de 
las células endoteliales (195).  
El mRNA del VEGF se expresa, después de la hepatectomía 
parcial (HP), tanto en los hepatocitos como en las células hepáticas no 
parenquimatosas, sugiriendo que este factor de crecimiento juega un 
papel significativo en la regeneración hepática (146). Este último 
concepto también es apoyado por estudios realizados por Ishikawa y col. 
(101), en los que demostraron que el VEGF deriva tanto de las células 
parenquimatosas como de las no parenquimatosas del hígado de rata 
con procesos de necrosis. 
 
Las glándulas endocrinas también deben ser consideradas al 
momento de analizar la respuesta regenerativa del hígado. La existencia de un 
probable rol de la hipófisis en la regeneración hepática encontró apoyo en 
diversos estudios morfológicos. Echave Llanos et al. (61) encontraron cambios 
ultraestructurales en las células somatotróficas de la pars distalis de ratones 
hepatectomizados. Estos cambios incluían hipertrofia del aparato de Golgi, 
dilatación del RE y disminución en el número y la densidad de los gránulos 
secretorios, todos estos indicios permiten especular que existe un incremento 
en la síntesis y liberación de hormonas. Por otra parte, Gomez Dumm et al. 
(85) encontraron que a la medianoche del segundo día poshepatectomía 
existía una gran vasodilatación acompañada de hiperemia en la pars distalis, 
este evento ocurría alrededor de 4 h previas al primer pico de ADNs. En otros 
trabajos, se observó que la adrenalectomía incrementa la ADNs en hígado y la 
tiroidectomía la disminuye (6). 
La denervación parasimpática produce una disminución en la 
regeneración. Este efecto no se observa en la denervación simpática (5). 
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También la hiponutrición y la edad del animal disminuyen la hiperplasia 
hepatocítica compensatoria que sigue a la hepatectomía (5).  
 
Efectos de las neoplasias sobre poblaciones celulares normales. 
A principios del siglo XX Medigeceneau encontró que la portación de 
tumores modificaba el peso de los órganos de los animales portadores (141). 
Posteriormente surgieron especulaciones acerca de la posibilidad de que las 
células tumorales posean mecanismos capaces de alterar cuanti y 
cualitativamente la proliferación de poblaciones celulares normales. A partir de 
esta hipótesis se han realizado dos tipos de experimentos: los que estudian los 
efectos de la inyección de extractos tumorales y los que analizan los efectos 
que genera la portación de un tumor injertado. 
Los estudios que se realizaron administrando extractos tumorales 
permitieron establecer la existencia de factores inhibidores y estimulantes de la 
proliferación celular en los mismos. Se observó que el tratamiento con 
extractos de los carcinomas hepatocelulares ES2 y SS1K produce inhibición de 
la proliferación de diversas poblaciones celulares, incluyendo hepatocitos, 
enterocitos de las criptas del intestino delgado y queratinocitos linguales (60, 
64, 65, 67, 165). En cambio, la administración de extracto del carcinoma 
mamario EA34 produjo un efecto mitogénico restringido a la población 
hepatocítica (75). 
La presencia de un tumor injertado genera diversas modificaciones en la 
actividad proliferativa de las poblaciones celulares normales de los ratones 
portadores (22, 175, 41). Se ha descripto la estimulación en los hepatocitos del 
hígado regenerante de ratones portadores de hepatomas (14); la inhibición en 
la pars distalis de la hipófisis de portadores del tumor ES2 (151) y la 
desincronización de los RC de actividad mitótica en la epidermis de ratones 
portadores del carcinoma mamario EA34 (13). También se observó que los 
ratones portadores del carcinoma mamario EA31 presentan inhibición y 
cambios en la curva diaria de actividad mitótica del epitelio lingual y de la 
población hepatocítica (41). Más recientemente se demostró que la portación 
del carcinoma mamario EA21 produce un aumento en la actividad mitótica de 
los enterocitos (20). 
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En algunos tumores, como el carcinoma hepatocelular SS1K, se 
producen efectos diferentes si se inyecta un extracto tumoral1 o si el animal 
porta la neoplasia (22). La administración del extracto produce una inhibición 
de la proliferación celular hepatocítica en el hígado regenerante (149), mientras 
que la presencia del tumor injertado lleva a una estimulación de la respuesta 
regenerativa, que se manifiesta mediante un pico mitótico más elevado, 
anticipado y de menor sincronización que el observado en los no portadores 
(14). 
 
Efectos de la hepatectomía sobre el crecimiento tumoral. 
Existen numerosos trabajos que investigan el efecto de la hepatectomía 
sobre el crecimiento y desarrollo de las neoplasias (11, 57). La importancia de 
estos estudios radica no sólo en los aportes al conocimiento sobre la biología 
básica del crecimiento tisular; sino que además tienen aplicación en la 
oncología clínica, ya que la hepatectomía es un tratamiento quirúrgico 
comúnmente utilizado en tumores hepáticos primarios o en metástasis 
hepáticas de tumores primarios localizados en otros órganos. Esta cirugía, 
entonces, podría alterar el crecimiento de tumores extrahepáticos o hepáticos 
no ubicados en el área extirpada.  
Echave Llanos y Saffe demostraron que los animales hepatectomizados 
tenían una menor incidencia de aparición de tumores, pero cuando las 
neoplasias surgieron fueron más grandes y de mayor grado de anaplasia que 
las encontradas en los animales no operados (57). 
De Peyster, que trabajó con animales parabiontes portadores de 
tumores, observó que al hepatectomizar a uno de ellos, el tumor presente en el 
otro crecía más que si no se lo hubiera operado (47). 
Posteriormente, Lee encontró un incremento en el crecimiento de 
hepatomas cuando se los injertaba a las 48 h poshepatectomía. Este efecto se 
observó tanto en la ADNs, evaluada a las 12 h luego de la cirugía, como en el 
crecimiento del tamaño de los tumores medidos 12 días después de la 
operación (119). Asaga et al. (11) y Sun et al. (204) establecieron que si los 
                                                 
1 Extracto tumoral: es realizado a partir de un pool de tumores extraídos de animales portadores. Se 
selecciona 1 gramo a partir de zonas no necróticas de los mismos, se coloca en un homogeneizador con 9 
ml de agua destilada esteril. Se aplican 10 golpes de émbolo en 30 segundos. Luego se centrífuga a 4000 
rpm a 4ºC durante 10 min. El sobrenadante constituye el extracto. 
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tumores se injertan en el momento de la hepatectomía también se produce en 
éstos un crecimiento mayor que el observado en los tumores injertados en 
animales no operados. 
Sin embargo, en un trabajo de Moreno et al. (150), se demostró que en 
dos carcinomas hepatocelulares, la actividad mitótica tumoral decrecía al 
evaluarla el día después de la hepatectomía. Más tarde, Ono M. (164) observó 
que un hepatoma transplantado aumenta su crecimiento después de la 
hepatectomía, pero luego regresa. 
Utilizando el carcinoma hepatocelular ES12a, Barbeito et al. (19, 21) 
encontraron que en los animales hepatectomizados existe una inhibición de la 
actividad mitótica tumoral, la cual se manifiesta desde el primer hasta el tercer 
día poscirugía 
 
Angiogénesis 
El desarrollo del sistema vascular aparece hacia la tercera semana del 
desarrollo luego de la gastrulación, cuando el embrión ya no es capaz de 
satisfacer sus requerimientos nutritivos exclusivamente por difusión (116).  
El desarrollo embriológico vascular tiene dos orígenes: 
• Desarrollo de nuevos vasos sanguíneos a partir de un tejido 
indiferenciado, proceso denominado vasculogénesis. 
• Formación de nuevos vasos sanguíneos a partir de vasos 
preexistentes o angiogénesis  
 
El primer islote sanguíneo aparece en el mesodermo que rodea a la 
pared del saco vitelino en la tercera semana del desarrollo, poco tiempo más 
tarde en la lámina lateral del mesodermo y finalmente en otras regiones. Estos 
islotes se originan en células del mesodermo que son inducidas por el factor de 
crecimiento fibroblástico 2 (FGF-2) a formar hemangioblastos, un precursor 
común de la formación de vasos y de células sanguíneas. Los hemangioblastos 
ubicados en el centro de los islotes sanguíneos darán lugar a las células 
madres hematopoyéticas, mientras que los hemangioblastos periféricos se 
diferencian en angioblastos, precursores de las células endoteliales. Estos 
angioblastos proliferan y son inducidos a formar células endoteliales por el 
VEGF secretado por las células mesodérmicas que los rodean para 
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posteriormente regular la coalescencia de estas células endoteliales y formar 
así los primeros vasos sanguíneos (106). 
Una vez que el proceso de vasculogénesis establece un lecho vascular 
primario, la vasculatura adicional se desarrolla mediante angiogénesis. La 
maduración y el modelado de la vasculatura son regulados por otros factores 
de crecimiento, como el PDGF y el TGF-ß, hasta que se establece el patrón 
adulto. (116) 
Se creía que la vasculogénesis, a diferencia de la angiogénesis, ocurría 
sólo durante el desarrollo embrionario. Sin embargo, estudios posteriores han 
sugerido que la vasculogénesis puede ocurrir también durante la vida posnatal 
(173). Está caracterizada por la movilización de células progenitoras de la 
médula ósea a sitios que sufren hipoxia y necesitan del desarrollo de nuevos 
vasos sanguíneos. A partir de éstos se aporta O2 y nutrientes para el 
crecimiento tisular durante la embriogénesis y durante la vida adulta. (173). 
La angiogénesis es la formación de nuevos vasos sanguíneos a partir de 
los vasos preexistentes y es el resultado de un conjunto ordenado de eventos 
modulados, in vivo, por una variedad de agentes inhibidores o inductores de la 
misma (194, 214). Numerosos estudios indican que la angiogénesis es el 
resultado del balance entre factores pro y antiangiogénicos, particularmente en 
la disminución de la producción de proteínas inhibidoras. Este proceso es 
estimulado por el VEGF, que es el factor de crecimiento más específico y 
potente, tanto para la angiogénesis como para la vasculogénesis (53, 106). Por 
otro lado, sabemos que los inhibidores de la angiogénesis son definidos como 
proteínas o fragmentos proteicos formados en el organismo y son capaces de 
inhibir la formación de nuevos vasos sanguíneos. Al menos 27 proteínas y 
moléculas de bajo peso molecular han sido descriptas para cumplir la función 
de inhibidores de la angiogénesis. Entre ellos podemos mencionar: - 
inhibidores endógenos derivados de la matriz extracelular (endostatina, 
fragmentos de fibronectina, etc.); -células y derivados sanguíneos (factores 
decrecimiento, citoquinas, interleuquinas, etc.) y otros factores (177). 
La angiogénesis es un complejo proceso en el que intervienen células, 
factores solubles y componentes de la membrana extracelular (124) y que se 
desencadena cuando el vaso existente es expuesto a un estímulo exógeno. 
Involucra la estimulación de la proliferación y migración de las células 
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endoteliales; destrucción de la matriz extracelular; atracción de pericitos y 
macrófagos; estimulación de la proliferación y migración de las células 
musculares lisas; formación y rearmado de nuevas estructuras vasculares y 
finalmente, deposición de matriz extracelular nueva (114, 193).  
Para iniciar la formación de capilares nuevos, las células endoteliales de 
los vasos existentes deben degradar la membrana basal e invadir el estroma 
de los tejidos vecinos. Estos procesos requieren de una cooperación activa 
entre el sistema activador de plasminógeno y las metaloproteinasas de matriz 
(124). El plasminógeno activado a plasmina degrada algunos componentes de 
la matriz extracelular como la fibrina, fibronectina, laminina y puede activar a su 
vez a algunas metaloproteinasas de matriz como las MMP-1, MMP-3 y MMP-9 
(154). 
En el adulto, la velocidad de proliferación de las células endoteliales es 
muy baja comparada con otros tipos celulares del organismo (105). La 
angiogénesis es necesaria para el desarrollo normal, reproducción y reparación 
tisular así como también en algunas condiciones patológicas como en el 
crecimiento tumoral y las metástasis (193, 106). 
Bajo condiciones fisiológicas ocurre angiogénesis en cada ciclo del 
sistema reproductivo femenino y durante la curación de heridas (17, 214). El 
crecimiento, el desarrollo tumoral y metástasis son dependientes de 
angiogénesis ya que necesitan de una extensa red de capilares para proveer 
de nutrientes y oxígeno. Además, los nuevos vasos sanguíneos intratumorales 
proveen un camino para que las propias células tumorales puedan incorporarse 
a la circulación y metastizar así a otros órganos (194) 
Por otro lado, uno de los aspectos críticos para el desarrollo de tumores 
sólidos es la formación de una fuente de irrigación sanguínea. Cada tumor 
tiene un patrón único de desarrollo microvascular, que puede ser debido a la 
producción de factores específicos producidos y/o liberados por las células 
tumorales (221).  
El VEGF es un potente agente mitogénico de las células endoteliales 
derivadas tanto de vasos arteriales como venosos y linfáticos (53, 74), que 
estimula la angiogénesis, la reparación y el remodelado capilar (135). Su 
administración promueve, además, la quimiotaxis sobre los monocitos e induce 
la formación de fenestraciones en el endotelio de vénulas pequeñas y 
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capilares, lo que produce el aumento de la permeabilidad, motivo por el cual se 
lo llamó también factor de permeabilidad capilar (VPF) (74). Ha sido 
demostrado que tanto las células normales (74) como las células tumorales 
expuestas a hipoxia adquieren la capacidad de regular la expresión del VEGF 
(218). Esto se debe a que el factor inducido por hipoxia (HIF) media la 
respuesta homeostática a la disminución de la tensión de oxígeno, activando la 
transcripción del VEGF (178). También estimula la angiogénesis y previene la 
apoptosis en las células tumorales, estimulando de este modo el potencial 
metastásico y acelerando la actividad proliferativa después de alcanzar al 
órgano blanco (163, 71). Su mecanismo de acción es a través de la inducción 
de la angiogénesis alrededor del tumor a partir de un lecho vascular existente, 
en un período temprano del desarrollo del mismo, seguido de una 
neovascularización que va acompañando al crecimiento del tumor (71). 
Existen otros factores de crecimiento angiogénicos como el derivado de 
los hepatocitos (HGF) que estimula exclusivamente el crecimiento de las 
células endoteliales pero no el de las células musculares de la pared vascular. 
Actúa, además, inhibiendo la apoptosis de las células endoteliales y juega un 
importante papel en la angiogénesis tumoral y en el desarrollo de las 
metástasis (165, 166). El TGFß1 estimula la angiogénesis favoreciendo así las 
metástasis tumorales (115, 201); el EGF estimula no solo la proliferación de las 
células endoteliales, sino también la migración de las mismas (158) y el EGF 
con afinidad por el receptor de la heparina (HB-EGF) tiene efecto estimulante 
sobre las células musculares lisas (159, 88). La familia de factores de 
crecimiento relacionados con la angiogénesis más conocidos, incluyen a la 
familia del VEGF, angiopoyetina (Ang) y la familia del PDGF (44). 
Muchos tumores primarios son capaces de suprimir el crecimiento de 
sus metástasis presumiblemente por generar factores antiangiogénicos como la 
angiostatina (82). Otros potentes inhibidores de la angiogénesis y del 
crecimiento tumoral descriptos son el TSP-1 y el TNP-470 (37, 109, 190). 
La neovascularización juega un papel crítico en el éxito de la 
regeneración de los tejidos durante la cicatrización, siendo regulada por 
distintos factores de crecimiento. Se ha descripto un importante aumento en la 
expresión del VEGF durante la fase proliferativa de la cicatrización (160). Los 
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macrófagos pueden contribuir, además, con la liberación de factores 
angiogénicos (124). 
Una diferencia importante entre la angiogénesis fisiológica, producida 
durante el desarrollo embrionario, y la patológica es que la primera comienza 
en las células endoteliales que están laxamente unidas entre sí y que 
presentan una proliferación activa, mientras que la angiogénesis patológica 
comienza en células que se encuentran aquiescentes y "encapsuladas" dentro 
de una membrana continua. Otra diferencia importante entre ambos 
mecanismos es que la angiogénesis patológica frecuentemente es inducida por 
un grado variable de inflamación, de manera tal que tanto los macrófagos como 
las plaquetas y los mastocitos son atraídos al sitio de inflamación en parte por 
acción del VEGF (39).  
El hígado presenta una gran capacidad proliferativa después de una HP 
(69) pudiendo regular con precisión su crecimiento, ajustándolo a su tamaño 
original, lo que se debe a la enorme capacidad replicativa de los hepatocitos. La 
proliferación de los hepatocitos requiere del estímulo directo de factores de 
crecimiento como el EGF (69), HGF y TGFα en una fase temprana de la 
regeneración hepática (136, 207).  
En estudios in vitro, se observó que durante la regeneración hepática, los 
hepatocitos necesitan ser iniciados antes de responder completamente a los 
factores de crecimiento HGF, TGFα, EGF. Este proceso requiere de las 
citoquinas TNF e IL-6 además de otros agentes que previenen la citotoxicidad. 
Por otro lado, inmediatamente después de la HP, se produce un extenso 
remodelado de la matriz extracelular hepática (69). 
La angiogénesis también es importante para la regeneración hepática 
post HP (30, 136). Estudios realizados en ratas y ratones indican que el RNAm 
del VEGF está temporal y espacialmente relacionado con este proceso (74, 
176). Por otro lado, existe una variedad de factores de crecimiento y citoquinas 
que inducen la transcripción del RNAm del VEGF (182).  
Por todo lo expuesto, tanto el estudio de la densidad de la 
microvasculatura como la expresión del VEGF, del PD-ECGF, y del antígeno 
CD34, considerado como un marcador específico del endotelio vascular y por 
lo tanto de la angiogénesis (45), se han convertido en importantes indicadores 
de pronóstico para muchos tipos de tumores.  
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VEGF 
El VEGF ha demostrado inducir angiogénesis en una variedad amplia de 
modelos angiogénicos in vivo. Ha sido reconocido como un factor paracrino 
durante el desarrollo embrionario y en diversas condiciones patológicas (74). 
Es una glucoproteína con un peso molecular de 34-46 KDa producida 
por varios tipos celulares en respuesta a diversos estímulos. Actúa sobre las 
células endoteliales vasculares a través de receptores de membrana tirosina-
kinasa específicos, regulando de esta manera funciones celulares como 
proliferación, diferenciación, migración y sobrevida celular (88). 
La familia del VEGF incluye diversos factores: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-
C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F y el factor de crecimiento placentario (PIGF). 
Estos factores tienen sus respectivos receptores de transmembrana tirosina-
kinasa: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (Flk-1, KDR) y VEGFR-3 (Flt4). (71, 126). 
Del VEGF existen al menos 7 isoformas que proceden de patrones diferentes 
de unión del ARNm del VEGF (71, 72). Las 4 isoformas principales son V121, 
V165, V189 y V206 de los cuales la V165 es la isoforma predominante. Una 
diferencia importante entre las isoformas es su afinidad por la heparina lo que 
afecta a su unión con la superficie celular y la matriz extracelular (71). 
Tanto el VEGF-B, como el VEGF-D y el PIGF han demostrado estimular 
la angiogénesis in vivo (36, 196). El VEGF-A junto con el VEGF-B, el VEGF-E y 
el PIGF, preferentemente, aunque no de forma exclusiva, ejercen sus efectos 
sobre las células vasculares. A este último se lo ha asociado a la 
arteriogénesis, mientras que el VEGF-C y el D actúan sobre las células 
endoteliales linfáticas (126, 172). 
El VEGF-A, el B y el E están involucrados en la angiogénesis siendo el 
VEGF-A el factor más importante para este proceso mientras que el C y el D 
están involucrados en la linfangiogénesis Sin embargo no se conoce si el 
mecanismo de proliferación de las células endoteliales linfáticas es análogo al 
encontrado en las células endoteliales sanguíneas (126). 
Además de las funciones descriptas, existe evidencia de efectos sobre 
otros tipos celulares (72), específicamente sobre las células derivadas de la 
médula ósea, entre las que podemos mencionar: 
• Promover la quimiotaxis de los monocitos 
• Inhibición de la maduración de las células dendríticas 
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• Aumento de la producción de linfocitos B 
• Generación de células mieloides inmaduras 
• Supervivencia de las células madres hemopoyéticas durante la 
repoblación hematopoyética 
• Efectos mitogénicos sobre las células epiteliales del pigmento de la 
capa pigmentaria de la retina, células del conducto pancreático y 
células de Schwann 
 
Actividad biológica del VEGF 
El VEGF al unirse a los receptores de transmembrana activa una serie 
de rutas de transducción de señales dando lugar a una serie de efectos entre 
los que se incluyen los siguientes (206): 
• Proliferación de las células endoteliales 
• Migración de las células endoteliales 
• Aumento de la permeabilidad vascular de los capilares 
• Supervivencia de las células endoteliales inmaduras mediante la 
prevención de la apoptosis 
 
El VEGF-A (VEGF)  
Ha sido demostrado que el VEGF-A induce la angiogénesis en una gran 
variedad de modelos in vivo. Inicialmente descrito como Factor de la 
permeabilidad vascular (VPF) (53, 74, 188) es el miembro de esta familia mejor 
estudiado y comprendido. (71, 72, 128). Al menos 6 isoformas diferentes de 
polipéptidos se conocen del VEGF-A: 121, 154, 165, 183, 189 y 206 (182). 
Es una molécula clave para la inducción de la angiogénesis y 
vasculogénesis provocando proliferación, brotación, migración y formación de 
los vasos sanguíneos. Induce angiogénesis en una variedad de condiciones 
fisiológicas y patológicas como por ejemplo durante la embriogénesis, 
formación del cuerpo lúteo, crecimiento tumoral y cicatrización de heridas 
(120). Se une sólo a receptores VEGFR1(Flt-1) y VEGFR2(.Flt-2). (72). 
Recientemente se demostró que el VEGF es requerido para la 
diferenciación fenotípica de las células endoteliales, en particular la presencia 
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de fenestraciones endoteliales de los islotes pancreáticos y glomerulares. 
(105). La sobreexpresión del VEGF-A ha sido demostrada en una variedad de 
tumores sólidos (72). La presión de O2 es un importante regulador de la 
expresión del VEGF-A por lo tanto la hipoxia induce la transcripción del factor-
1(HIF) estimulando de esta manera el VEGF-A (182).  
El VEGF-A funciona como factor para la sobrevida de las células 
endoteliales induciendo la activación de factores antiapoptóticos por estas 
células. También ha sido demostrado que está involucrado en la angiogénesis 
postnatal regulando la movilización de las células progenitoras sanguíneas 
desde la médula ósea. Durante la neovascularización de los tumores estimula 
la incorporación de las células progenitoras a los vasos sanguíneos tumorales 
(123, 72) 
La formación de nuevos vasos sanguíneos depende del VEGF-A hasta 
que son cubiertos por pericitos perivasculares. Estos pericitos secretan VEGF-
A que actúa como factor estabilizante y de sobrevida de las células 
endoteliales. El VEGF-A producido, tanto por los pericitos como por las células 
musculares de los vasos sanguíneos, actúa de manera yuxtacrina-paracrina 
estimulando la maduración de los vasos sanguíneos (126).  
 
PIGF o factor de crecimiento placentario 
Este factor fue identificado por primera vez en tejido placentario, más 
tarde se lo estudió en corazón y pulmón. Existen 4 isoformas del PIGF: 1, 2, 3, 
y 4 mediando sus efectos a través del VEGFR1.  
Entre las funciones que se le atribuyen podemos mencionar las 
siguientes: produce un efecto quimiotáctico sobre los monocitos, promueve la 
viabilidad de las células endoteliales e interviene en procesos de angiogénesis 
y arteriogénesis.(182). 
 
VEGF-F 
Es el séptimo miembro identificado recientemente de la familia del VEGF 
en el veneno de serpiente. Comparte en un 50% la estructura primaria del 
VEGF-A, en particular la isoforma 165 y se une selectivamente al VEGFR-2 
(194). 
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Además de la familia del VEGF, la familia del factor de crecimiento de la 
angiopoyetina es relativamente específica para el endotelio. Existen 4 
miembros de esta familia: Ang-1, Ang-2, Ang-3 y Ang-4. De estos factores el 
mejor caracterizado para el rol de estimulación de la angiogénesis es la Ang-1 
y Ang-2. A diferencia del VEGF-A, la angiopoyetina-1 no participa en las etapas 
más tempranas de la formación de los vasos sanguíneos, la migración de las 
células endoteliales o la formación del vaso sanguíneo (71). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
OBJETIVOS 
 
Expresión del Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) Durante la Regeneración Hepática      Andrini L.B 
   
 43
 
1. Estudiar la evolución de la expresión del VEGF a lo largo de un 
período circadiano en los hepatocitos del ratón macho adulto durante 
la regeneración hepática.  
 
2. Establecer los índices de síntesis de ADN y de actividad mitótica de 
los hepatocitos del ratón adulto durante la regeneración hepática. 
 
3. Establecer la posible relación temporal entre el momento de máxima 
expresión del VEGF, con el pico de síntesis de ADN y el de actividad 
mitótica durante la regeneración hepática.  
 
4. Describir el efecto que ejerce la portación de un tumor maligno sobre 
los índices de expresión del VEGF, ADNs y el de AM de los 
hepatocitos durante la regeneración hepática. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MATERIALES 
Y MÉTODOS 
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 1. Animales 
 
Se utilizaron ratones de la cepa C3H/S provenientes del bioterio de la 
Cátedra de Citología, Histología y Embriología “A” de la Facultad de Ciencias 
Médicas de la Universidad Nacional de La Plata (Fig.1). Los animales 
estuvieron bajo las condiciones y cuidados que rigen en la Guía para el 
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de Investigación del Consejo 
Nacional de Investigaciones (Guide for the Care and Use of Laboratory Animal 
Research of the National Research Council). 
La cepa se mantiene por endocría, en el citado bioterio, desde 1966, año 
en que ingresaron los reproductores, remitidos por el Profesor J. W. Wilson 
(Department of Biology, Brown University, Providence, Rhode Island, USA). 
 
   
 
 
Fig. 1. Se observa una hembra de la cepa C3H/S y sus 
crías dentro de una caja metálica. 
Expresión del Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) Durante la Regeneración Hepática      Andrini L.B 
   
46 
Los ratones empleados fueron machos adultos de 12±1 semanas de 
edad. Desde el nacimiento, los animales fueron mantenidos en un cuarto con 
temperatura de 22 ± 2º C, bajo un régimen de luz artificial (luz fluorescente de 
40 vatios, ubicada sobre las cajas), desde las 06:00 h hasta las 18:00 h, 
alternando con 12 horas de oscuridad (desde las 18:00 h hasta las 06:00 h). Al 
cumplir los 21 días fueron destetados, se los separó según el sexo y se los 
colocó en cajas, de a siete animales, en una sala de reserva bajo las 
condiciones de iluminación y temperatura descriptas. 
El agua y el alimento fueron administrados ad–libitum. Se utilizó agua 
clorinada y pellets de alimento balanceado rata/ratón (alimento balanceado Nº 
3 Ganave). Quince días antes de su utilización en los experimentos, los ratones 
fueron colocados en cajas individuales, en un cuarto denominado cuarto de 
ritmos, bajo las condiciones de estandarización para análisis de periodicidad.  
 
1.1. Estandarización para análisis de periodicidad. 
 
Las condiciones requeridas para análisis de periodicidad, 
establecidas por Halberg et al. (89, 90), son: 
• Aislamiento en cajas metálicas individuales en un cuarto ad–hoc 
denominado de ritmos. 
• Régimen de alimentación y suministro de agua ad–libitum. 
• Iluminación con luz artificial fluorescente de 06:00 h a 18:00 h, 
alternada con 12 h de oscuridad. Tanto el diseño de la caja 
como la ubicación de la fuente de luz deben asegurar una 
iluminación directa y uniforme en todo el interior de la caja. 
• Reposición de agua y comida a cargo de una sola persona, 
quien ingresa al cuarto una vez por día a las 06:00 h o a las 
17:50 h. 
• Temperatura estable entre los 23 y 25 ºC. 
 
El aislamiento de los animales permite eliminar los efectos del 
estrés generados por la competencia alimenticia. Mientras que la 
iluminación homogénea, en toda la caja, impide que aparezcan sectores 
sombreados en los que los animales inhiban su actividad alimentaria (59). 
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2. Técnica Quirúrgica 
Hepatectomía parcial (Hep): Se utilizó la técnica de la subhepatectomía 
(extirpación de alrededor del 70% de la masa hepática total) descripta por 
Brues et al. (34) y modificada por Echave Llanos et al. (55). 
Se anestesia al animal con éter sulfúrico y se lo extiende sobre su dorso, 
fijándolo mediante ligaduras a los extremos de la tabla operatoria. La anestesia 
se mantiene mediante la aplicación de gotas de éter sobre una máscara de 
gasa diseñada ad–hoc. Con el ratón así preparado, se rasura la piel del 
abdomen y se realiza una incisión sobre la línea blanca, que comienza a nivel 
del apéndice xifoide y se extiende hasta la región umbilical (extensión de 
aproximadamente 1,5–2 cm) (Fig.2, 3, 4). Se coloca un separador de campo 
operatorio y se secciona con tijera el ligamento que une el lóbulo izquierdo del 
hígado con el estómago. Posteriormente, se exteriorizan los lóbulos hepáticos 
medio e izquierdo y se los apoya sobre una gasa doblada. Se procede, 
entonces, a ligar el pedículo que posee las ramas de la vena porta, la arteria 
hepática y el conducto biliar, correspondientes a los lóbulos mencionados, a 
unos 2 mm del punto en que se separan de las ramas que irrigan a los lóbulos 
derecho y paragástrico. A continuación, se liga el pedículo de salida de las 
venas suprahepáticas para los lóbulos mencionados. Se seccionan ambos 
pedículos y se retiran los lóbulos mediano e izquierdo envueltos en la gasa en 
la que estaban apoyados. Posteriormente, se quita el separador y se sutura 
con hilo de algodón. 
Concluida la cirugía, los animales se vuelven a colocar en el cuarto de 
ritmos, en donde permanecerán hasta el momento del sacrificio. 
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Fig. 2. Se observa un ratón extendido sobre su dorso y 
fijado a la tabla operatoria. Se le ha realizado la técnica de 
abertura de la cavidad abdominal para realizar la 
hepatectomía parcial. 
 
 
 
 
      
 
Fig. 3. Una vez realizada la incisión y la apertura a la 
cavidad abdominal, se exteriorizan los lóbulos hepáticos 
para la posterior extirpación. Al mismo tiempo se continúa 
con la anestesia con éter sulfúrico. 
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Fig. 4. En este momento se secciona con tijera el 
ligamento que une el lóbulo izquierdo del hígado con el 
estómago 
 
 3. Trasplante seriado subcutáneo del tumor 
3.1. Características del tumor ES2: 
Es el segundo (2) tumor espontáneo (E) de la cepa C3H/S (S) 
obtenido en nuestro Laboratorio. Fue hallado en el año 1970 en un ratón 
hembra de 625 días de edad, portadora de un hepatocarcinoma trasplantado. 
Fue injertado en hembras de la cepa original y cuatro meses después del 
trasplante inicial se hizo el primer repique de mantenimiento en hembras 
adultas de la cepa C3H/S, en la que continúa hasta hoy. Esta neoplasia es 
un carcinoma hepatocelular indiferenciado de crecimiento rápido que mata a 
la mitad de los portadores, aproximadamente 15 días después de ser 
injertado. 
Este tumor ha sido caracterizado en nuestro Laboratorio desde el 
punto de vista morfológico, siguiendo la clasificación propuesta por Reuber 
en 1966 (174) y desde el punto de vista biológico (149). 
Es un tumor encapsulado, de firme consistencia. Al corte se muestra 
como un tumor sólido, con extensas áreas de necrosis y hemorragias. 
Microscópicamente presenta células pequeñas, indiferenciadas, con núcleos 
de tamaño variable, muchos picnóticos, algunos vesiculosos. Se observan, 
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además, numerosas figuras mitóticas y focos incipientes de necrosis (Fig. 5). 
Esta neoplasia se mantiene por trasplantes seriados 
 
 
 
Fig. 5. Imagen microscópica de un corte del carcinoma 
hepatocelular ES2. (H-E. 400X). 
 
3.2. Injerto del tumor: 
 
El tumor ES2 se mantiene en el bioterio por injerto seriado 
subcutáneo, siguiendo la técnica descripta por R. Iglesias y adaptada por 
Moreno (149). Para cada pasaje del carcinoma se utilizaron dos dadores con 
tumores sin úlceras. En los trasplantes para mantenimiento de la línea 
tumoral se utilizaron por lo menos siete receptores. 
Los animales dadores del tumor fueron sacrificados por decapitación y 
sangría. Los segmentos de la neoplasia se extrajeron con instrumental 
estéril. Con una tijera curva se disgregaron los trozos de tumor en una 
cápsula de Petri con solución fisiológica, hasta lograr fragmentos de tejido no 
detectables macroscópicamente. Posteriormente se agregó solución 
fisiológica hasta alcanzar una relación de 1: 3 (1 volumen de tumor por cada 
3 de solución fisiológica). Se consigue así una suspensión con 2.106 células 
por ml. A cada animal receptor se le inyectaron, en el tejido celular 
subcutáneo de la región del flanco, 0.2 ml de esta suspensión (Fig. 6).  
 
Expresión del Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) Durante la Regeneración Hepática      Andrini L.B 
   
51 
 
 
Fig. 6. Ratón C3H/S con el carcinoma hepatocelular ES2 
injertado en el flanco y dorso. 
 
Esta técnica se realizó tanto para los trasplantes de mantenimiento 
como para aquellos utilizados durante los experimentos que componen el 
presente trabajo. En cada repique de mantenimiento se toman muestras de 
tumor para su control histológico. 
 
 
 
Los animales fueron sacrificados por decapitación y sangría. Una vez 
sacrificados los ratones, se realizaron las necropsias. Durante las mismas se 
extrajo la porción triangular del lóbulo derecho del hígado que se fijó para su 
procesamiento histológico, luego se realizó una incisión cutánea para 
exteriorizar el tumor injertado, del que se tomaron muestras de zonas sin 
necrosis aparente.  
Se registró cada animal en una planilla individual, anotándose cualquier 
posible alteración macroscópica hallada durante la necropsia.  
 
4. Sacrificio de los animales y recolección de las muestras 
 5. Técnica histológica 
Las muestras fueron procesadas para la coloración de rutina con 
hematoxilina y eosina según el protocolo tradicional con los siguientes pasos: 
• Deshidratación. Se consiguió mediante pasajes en alcoholes de 
graduación creciente, 70º, 96º (dos pasajes), 100º (dos pasajes). 
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Como líquido intermediario y aclarante se utilizó xilol (dos pasajes). 
El tiempo requerido de permanencia en cada uno de los líquidos 
dependió del espesor y tamaño de la muestra. 
• Impregnación. Se realizaron 3 baños en parafinas de alto punto de 
fusión (56ºC a 58ºC), mantenidas en estufa a temperatura constante. 
Se utilizaron cassettes para la inclusión final en parafina los cuales 
fueron identificados con la numeración correspondiente. 
• Corte. Se realizaron cortes de 5 µm con micrótomo Minott.  
• Desparafinación y rehidratación de los tejidos. Para este paso, 
imprescindible para la coloración, se utilizaron xilol (dos baños) y 
alcoholes de graduación decreciente hasta concluir en agua 
destilada.  
• Coloración. Se utilizó la técnica de hematoxilina de Harris y eosina 
amarilla en solución acuosa. La solución madre de hematoxilina se 
diluyó en agua destilada (1:4), mientras que la eosina se utilizó al 1% 
en agua destilada. La coloración se realizó siguiendo la siguiente 
secuencia: los cortes desparafinados e hidratados fueron colocados 
en la solución de hematoxilina de Harris durante 3 a 5 minutos. 
Pasado ese tiempo se sumergieron en agua corriente para producir 
el virado del colorante. Luego, los cortes fueron colocados en la 
solución de eosina durante 1 minuto. Posteriormente se procedió a la 
deshidratación, aclarado y montaje con bálsamo de Canadá y un 
cubreobjeto.  
 
 6. Técnicas inmunohistoquímicas 
6.1. Técnica de la Bromodeoxiuridina para la detección de la 
síntesis de ADN: Para la realización de esta técnica se le inyectó a 
cada ratón, una hora antes del sacrificio, en el tejido celular subcutáneo 
de la región del flanco una solución de 5 Bromodeoxiuridina (BrdU) 
(Sigma) en una dosis de 50 mg/kg de peso corporal. En la necropsia se 
extrajeron los hígados que se fijaron en formol tamponado durante 24 h. 
Luego las muestras fueron deshidratadas mediante un tren de alcoholes 
de concentración creciente, aclaradas con xilol e incluidas en parafina. 
Los cortes fueron realizados con un micrótomo de deslizamiento a un 
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espesor aproximado de 5 µm, y se montaron sobre portaobjetos 
silanizados. 
El desparafinado de los cortes se realizó mediante la inmersión de 
los portaobjetos en xilol. Luego se utilizó nuevamente un tren de 
alcoholes, pero esta vez de concentración decreciente. Los cortes 
hidratados se sometieron al tratamiento en microondas (2x5 min., 750 
W) en buffer citrato, pH 6, para la recuperación antigénica. Una vez 
enfriados fueron lavados con Tris2 y sumergidos en una solución de 
agua oxigenada (20 vol.) al 3% para bloquear la peroxidasa endógena y 
así evitar la marcación inespecífica. 
Posteriormente, los cortes fueron incubados con el anticuerpo 
primario (Bu20a, 1/100, Dako, USA) durante 1 hora en cámara húmeda 
a temperatura ambiente. Luego se volvieron a lavar en Tris y se utilizó 
como sistema de detección el Sistema Envision (Dako, USA), durante 30 
minutos, también a temperatura ambiente y en cámara húmeda. Se 
realizó un nuevo lavado con Tris y por último fueron revelados con DAB 
(130). Por último se realizó una coloración suave de contraste con 
hematoxilina, para facilitar la observación de los núcleos no marcados, y 
los preparados se montaron con un cubreobjeto. 
 
6.2. Técnica para la detección del VEGF: Los cortes histológicos se 
sumergieron en xilol para su desparafinado, se rehidrataron con 
alcoholes de concentración decreciente y se lavaron con Tris buffer 
(TBS), pH 7.4. Luego del bloqueo de la peroxidasa endógena con H2O2 
3% durante 15 minutos, se recuperó el epitope mediante calor (42, 192). 
Los cortes se lavaron nuevamente con TBS y se colocaron en cajas 
plásticas conteniendo 250 ml de buffer citrato de 0.01 M, pH 6 dentro de 
un horno a microondas, con plato giratorio, a 750W durante 10 minutos 
(2 x 5 minutos). Las cajas fueron rellenadas con agua destilada luego de 
cada ciclo para mantener la concentración del buffer. Luego de la 
exposición al microondas, los preparados se enfriaron en la misma 
solución durante 20 minutos (25), se lavaron en TBS y se incubaron con 
                                                 
2 Tris: Solución madre: ácido clorhídrico 1 N: 37 ml, tris (hidroximetilaminometano): 6.1 g y agua 
destilada: 50 ml a pH 7.4 ± 0.2. Para preparar el tris salino buffer usamos 100 ml de la solución 
madre + 900 ml de solución fisiológica. 
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el anticuerpo primario VEGF Clone VG1, monoclonal de ratón y anti-
humano, isotipo IgG1 (DakoCytomayion Denmark A/S), a una dilución de 
1/80 en una cámara húmeda durante 1 hora, a temperatura ambiente. 
Se utilizó el Sistema Envision (DAKO, USA) como sistema de detección. 
La reacción se reveló con 3´3-diaminobenzidina (Sigma) en TBS con 
0.03% H2O2. Los cortes fueron contrastados con Hematoxilina de Meyer 
y montados.  
 
 7. Establecimiento de los índices 
7.1. Indice de ADNs. 
La observación de los preparados se realizó con un microscopio 
binocular, bajo un objetivo con una magnificación de 450 X. El recuento 
de los núcleos marcados fue manual. 
En todos estos casos se analizaron por lo menos 70 campos 
microscópicos por órgano y por animal, anotándose los núcleos 
marcados observados en todos los campos y los núcleos totales cada 10 
(en cada campo se podían visualizar entre 40 y 60 núcleos) (Fig. 7).  
 
 
Fig. 7. Corte histológico de hígado. Se observan los 
núcleos de los hepatocitos inmunomarcados (flechas). 
DAB-Hematoxilina. 450X 
 
Los preparados se recorrieron en guarda griega, lo cual permitió 
observar campos consecutivos sin repetir el recuento del mismo campo. 
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Se descartaron los campos con imágenes artefactuales o con vasos 
sanguíneos de gran tamaño.  
A partir de los registros individuales se calculó el índice de ADNs 
en porcentaje. Para poder obtener este índice, se observaron no menos 
de 3000 núcleos totales. Se consideraron positivos todos los núcleos 
marcados, independientemente de la intensidad del color, ya que 
cualquier marcación indica incorporación de BrdU y por lo tanto ADNs. A 
partir de los núcleos totales y el número de núcleos marcados contados 
por muestra y mediante una operación aritmética sencilla se estableció 
el número de núcleos marcados:  
• Núcleos positivos / Núcleos totales x 100 
 
7.2. Indice de expresión del VEGF 
La observación de los preparados se realizó con un microscopio 
binocular, bajo un objetivo con una magnificación de 450 X. El recuento 
de las células marcadas positivamente fue manual. 
Se registraron de cada preparado las zonas que rodean a las 
venas centrales de los lobulillos hepáticos y a las venas periportales que 
se encuentran en los tabiques de tejido conjuntivo. En todos estos casos 
se analizaron por lo menos 70 campos microscópicos por órgano y por 
animal. En cada uno de estos campos se anotaron las células marcadas 
positivamente (marcación intracitoplasmática) y los núcleos totales cada 
10 (en cada campo se podían visualizar entre 40 y 60 núcleos). A cada 
una de estas zonas vascularizadas se las contó como una, registrando 
un total de 70 (Fig. 8) 
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a b
c d
Fig. 8. Corte histológico de hígado. Se observan los 
hepatocitos inmunomarcados con el anticuerpo VEGF. 
DAB-hematoxilina. a-200x, b-400x, c-400x y d-400x.  
 
Los preparados se recorrieron en guarda griega bajo las mismas 
condiciones descriptas anteriormente.  
A partir de los registros individuales se calculó el índice de 
expresión del VEGF en porcentaje. Para poder obtener este índice, se 
observaron no menos de 3000 células. Se consideraron positivos todos 
los citoplasmas marcados, independientemente de la intensidad del 
color, ya que cualquier marcación indica expresión del VEGF. A partir de 
los núcleos totales y el número de citoplasmas marcados contados por 
muestra y mediante una operación aritmética sencilla se estableció el 
índice:  
• Células positivas / Células totales x 100 
 
7. 3. Indice de actividad mitótica 
La observación de los preparados se realizó con un microscopio 
binocular, bajo un objetivo con una magnificación de 450 X. El recuento 
de las metafases colchicínicas fue manual.  
En todos estos casos se analizaron por lo menos 70 campos 
microscópicos por órgano y por animal, anotándose las metafases 
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colchicínicas observadas en todos los campos y los núcleos totales cada 
10 (en cada campo se podían visualizar entre 40 y 60 núcleos) (Fig. 9). 
  
  
 
Fig. 9. Corte histológico de hígado. Se observan las 
metafases colchicínicas (flechas). H-E 450x 
 
Los preparados también se recorrieron en guarda griega bajo las 
mismas condiciones descriptas.  
A partir de los registros individuales se calculó el índice mitótico 
en porcentaje. Para poder obtener este índice, se observaron no menos 
de 3000 células. A partir de las metafases colchicínicas contadas y los 
núcleos totales y mediante una operación aritmética sencilla se 
estableció el número metafases colchicínicas:  
• Metafases colchicínicas / Núcleos totales x 100 
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Análisis estadístico  
A partir de estos índices individuales se calculó la media aritmética ± 
error estándar de cada lote y de cada grupo. Estos datos se analizaron 
estadísticamente mediante el análisis de varianza (Anova), en caso de que las 
diferencias fueran significativas se realizó el Test de Tuckey.  
Se consideraron significativas a las diferencias (DS) en todos aquellos 
casos en que p fuera < al 0.05. 
 
 8. Diseños Experimentales  
8.1. Experimento I: Estudio de la expresión del VEGF en el hígado en 
regeneración de ratones adultos intactos y portadores de tumor. 
Se utilizaron 84 ratones machos de la cepa C3H/S, adultos mantenidos 
en condiciones de estandarización para análisis de periodicidad. Fueron 
divididos en dos grupos: grupo A: ratones que fueron sometidos a la 
hepatectomía y que no portaron tumor y grupo B: ratones 
hepatectomizados y portadores del tumor. En ambos casos, los 
animales se distribuyeron aleatoriamente en lotes de 6 a 8 ratones cada 
uno. A los ratones del grupo B se los injertó con el hepatocarcinoma 
celular ES2. Al cabo de 10 días los animales de los 2 grupos fueron 
sometidos a una hepatectomía a las 10 h. El sacrificio por decapitación y 
sangría se realizó a las 12/26, 16/30, 20/34, 00/38, 08/42, 12/50 y 
08/72(hora día/hora poshepatectomía). 
Los hígados obtenidos durante las necropsias fueron sometidos a 
las técnicas de Hematoxilina y Eosina e inmunohistoquímica del VEGF. 
En todos los casos se contaron los hepatocitos marcados positivamente 
como ya se mencionó. 
8.2. Experimento II: Establecimiento del pico de síntesis de ADN en el 
hígado en regeneración de ratones adultos intactos y portadores de 
tumor. 
Se utilizaron 84 ratones machos de la cepa C3H/S adultos en 
condiciones de estandarización para análisis de periodicidad. Fueron 
divididos en dos grupos: grupo C: ratones hepatectomizados no 
portadores y grupo D: ratones hepatectomizados portadores del tumor. 
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A todos los animales se les inyectó intraperitonealmente una solución de 
–5- bromodeoxiuridina (Sigma) una hora antes del sacrificio en dosis 
equivalente a 50 mg/kg de peso corporal para determinar la ADNs. La 
bromodeoxiuridina es un análogo de la timidina capaz de incorporarse al 
ADN en lugar de la misma durante la fase S del ciclo celular. 
Los hígados obtenidos durante las necropsias fueron sometidos a 
las técnicas de Hematoxilina y Eosina e inmunohistoquímica de la 
Bromodeoxiuridina. En todos los casos se contaron los núcleos de los 
hepatocitos marcados positivamente de la manera descripta. 
8.3. Experimento III: Estudio de la actividad mitótica en el hígado en 
regeneración de ratones adultos intactos y portadores de tumor. 
Se utilizaron 84 ratones machos de la cepa C3H/S adultos en 
condiciones de estandarización para análisis de periodicidad. Fueron 
divididos en dos grupos: grupo E: ratones hepatectomizados no 
portadores y grupo F: ratones hepatectomizados portadores del tumor. 
Para detener las mitosis en metafase, cuatro horas antes del sacrificio, 
los animales recibieron una inyección intraperitoneal de colchicina (2 
µg/g en 0.01 ml de agua destilada) en la fosa ilíaca izquierda. Con la 
aplicación de este método estatmocinético, se puede determinar la 
cantidad de células que entran en la fase mitótica del ciclo celular 
durante las cuatro horas que transcurren desde la inyección de 
colchicina al momento del sacrificio, ya que ésta actúa provocando la 
disrupción del huso mitótico, con la consiguiente producción de figuras 
mitóticas características, debido a que no se forma la placa ecuatorial. 
Estas metafases características han sido llamadas metafases 
colchicínicas y son fácilmente distinguibles al MO (223). 
Los hígados obtenidos durante las necropsias fueron sometidos a 
las técnicas de Hematoxilina y Eosina para el conteo de las metafases 
colchicínicas. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RESULTADOS 
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Experimento I: Estudio de la expresión del VEGF en el hígado en 
regeneración de ratones adultos intactos y portadores de tumor. 
 
• VEGF en ratones hepatectomizados no portadores del tumor: este 
grupo de ratones presentó un valor mínimo de expresión del VEGF que 
se ubicó a las 12/50 (1.6±0.3), y un valor máximo que se encontró a 
las 8/46 (2.6±0.1). Entre estos dos puntos horarios se observaron 
diferencias estadísticamente significativas con un p<0.05 (Tabla 1, 
gráfico1). 
• VEGF en ratones hepatectomizados portadores del tumor: los 
valores correspondientes a los ratones de este grupo presentaron un 
valor máximo de expresión del VEGF que se ubicó a las 16/30 
(3.7±0.1) con una diferencia estadísticamente significativa de p<0.001 
con respecto a los de los lotes de las 12/26, 20/34, 00/38, 04/42, 08/46 
y con el de las 12/50. El valor mínimo se observó a las 00/38 (1.2±0.2) 
(Tabla 2, gráfico2). 
• Al comparar los resultados de ambos grupos podemos ver que se 
observan diferencias entre portadores y no portadores ya que el valor 
máximo de expresión del VEGF en animales portadores del tumor se 
produjo 16 horas antes que el observado en animales no portadores, 
presentando en ambos casos diferencias estadísticamente 
significativas con el resto de los puntos horarios estudiados con un 
p<0.001. Por otro lado, al comparar los dos grupos podemos observar 
que los animales portadores del tumor presentaron valores, en 
promedio, superiores (2.1±0.1) a los observados en los no portadores 
(1.9±0.1), aunque no se observaron diferencias estadísticamente 
significativas entre ambos valores (Gráfico 3). 
• Cuando evaluamos le expresión del VEGF a las 08/72 se observa un 
valor de 1.2±0.2 con diferencias estadísticas significativas con respecto 
al valor máximo de las 08/46 (p<0.001).  
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En el grupo de ratones portadores del tumor los resultados muestran 
que el valor de expresión del VEGF de las 08/72 es de 3.02±0.1, más alto 
que el observado a las 08/46 de 1.8±0.1 con diferencias estadísticas 
significativas con una p<0.001 (Gráficos 4 y 5). 
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Experimento II: Establecimiento del pico de síntesis de ADN en el 
hígado en regeneración de ratones adultos intactos y portadores de 
tumor. 
 
• ADNs en ratones hepatectomizados no portadores del tumor: este 
grupo de ratones presentó un valor máximo de ADNs a las 16/30 
(3.4±0.3) y un valor mínimo a las 00/38 (1.8±0.2) con una diferencia 
entre ambos estadísticamente significativa (p<0.01). Observamos 
también diferencias estadísticamente significativas con los valores 
correspondientes a los animales sacrificados a las 08/46 (p<0.05) y 
entre estos últimos y los de las 20/34 (p<0.01). (Tabla 3, Gráfico 6) 
• ADNs en ratones hepatectomizados portadores del tumor: los 
valores correspondientes a los ratones de este grupo presentaron un 
valor máximo de ADNs que se ubicó a las 00/38 (4.6±0.3) presentando 
diferencias estadísticamente significativas con las medias de los lotes de 
las 12/26, 16/30, 04/42, 08/46 y 12/50 con una p<0.001. El valor mínimo 
se ubicó a las 16/30 (1.1±0.3). (Tabla 4, Gráfico 7) 
• Si comparamos ambas curvas, de no portadores y portadores del tumor, 
observamos que el valor máximo de ADNs aparece en los portadores 8 
horas después con respecto a los no portadores y presenta diferencias 
estadísticamente significativas (p<0.001) con todos los lotes a excepción 
de los lotes de las 16/30 y 20/34 del grupo de los animales no 
portadores del tumor (Gráfico 8). 
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Experimento III: Estudio de la actividad mitótica en el hígado en 
regeneración de ratones adultos intactos y portadores de tumor. 
• AM en ratones hepatectomizados no portadores del tumor: los 
animales de este grupo presentaron un valor máximo de AM a las 12/50 
(2.3±0.01) y los valores mínimos a las 20/34 y 04/42 (0.1±0.02 y 
0.1±0.02 respectivamente) con diferencias estadísticamente 
significativas con una p<0.001 entre las medias de todos los lotes (Tabla 
5, Gráfico 9). 
• AM en ratones hepatectomizados portadores del tumor: los ratones 
de este grupo presentaron un valor máximo de AM en el lote de las 
08/46 (3.01±0.3) y un valor mínimo a las 12/26 (0.05±0.05) 
presentando diferencias entre ambos estadísticamente significativas 
(p<0.001) al igual que con los lotes de las 16/30, 20/34, 00/38 y 04/42 
(Tabla 6, Gráfico 10). 
• Al comparar ambas curvas podemos observar que el valor máximo de 
AM en los animales portadores del tumor se encuentra 4 hs adelantado 
con valores, en promedio (0.9±0.4), superiores a los observados en los 
animales no portadores (0.6±0.3) y con diferencias entre ambos 
estadísticamente significativas (p<0.0001). También se observaron 
diferencias estadísticas del lote de las 08/46 del grupo de animales 
portadores (valor máximo) con los lotes de ambos grupos a excepción 
del lote de las 12/50 del grupo de los animales no portadores en donde 
no se observaron diferencias estadísticamente significativas (Gráfico 
11). 
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Ratones hepatectomizados no portadores del tumor 
Al observar las tres curvas juntas los resultados nos muestran que:  
Los hepatocitos presentaron su valor máximo de ADNs entre las 16/30 y 
20/34. El valor máximo de expresión del VEGF se encontró ubicado unas 12 
horas posteriores al valor máximo de ADNs (08/46), seguido por el valor 
máximo de actividad mitótica a las 12/50. 
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Ratones hepatectomizados portadores del tumor 
En el caso de los animales portadores del tumor los resultados hallados 
muestran que los hepatocitos presentaron el valor máximo de expresión del 
VEGF a las 16/30, 8 horas después (00/38) se observó el de ADNs. Por su lado 
el valor máximo de actividad mitótica se produjo 8 horas después, a las 08/46. 
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Los hepatocitos constituyen una población celular “en expansión” ya que 
no prolifera en circunstancias normales (113), y en la que la mayoría de las 
células en fase S permanecerán como tetra u octaploides sin que ocurran 
mitosis observables (84). Esto se traduce en que los hepatocitos sólo serán 
marcados durante la etapa de ADNs y no los observaremos durante la etapa de 
división celular. Sin embargo posee una mayor plasticidad para reaccionar 
frente a los estímulos en comparación con otros tipos de poblaciones celulares. 
En el hígado normal de un adulto, las mitosis son poco frecuentes y pueden 
observarse 1 por 20.000 hepatocitos, pero, es un órgano con una remarcable 
capacidad para regenerarse mediante proliferación celular. Diversos estímulos 
como pueden ser injurias tóxicas, virales o quirúrgicas pueden causar estos 
efectos (69). 
La remodelación hepática seguida a una hepatectomía parcial 
comprende un set de complejos eventos entre los que se incluyen la activación 
y secreción de numerosos factores de crecimiento, la proliferación celular y 
finalmente el restablecimiento de la arquitectura hepática. La reconstrucción de 
la irrigación sanguínea es parte fundamental de este proceso de regeneración. 
Dentro de los factores de crecimiento que pueden intervenir en los 
cambios producidos durante la regeneración, el VEGF es indispensable para la 
formación de nuevos vasos sanguíneos a partir de otros preexistentes, proceso 
fundamental para que la reparación hepática normal se lleve a cabo (69), 
aunque no se ha demostrado que este factor estimule directamente la 
proliferación de los hepatocitos. El VEGF es un factor de crecimiento que 
estimula la proliferación y migración de las células endoteliales. Estudios 
recientes han demostrado que se expresa en células epiteliales, incluyendo a 
los hepatocitos como así también en las células de los carcinomas 
hepatocelulares (106). 
La irrigación sanguínea hepática está representada por dos grandes 
vasos sanguíneos: la vena porta y la arteria hepática que ingresan al hígado 
por el hilio, estos vasos se dividen rápidamente en ramas gruesas en el tejido 
conectivo en donde se ramifican en arteriolas y vénulas que vuelcan la sangre 
a los sinusoides que terminan en la vena central del lobulillo hepático. Por lo 
tanto, la regeneración hepática seguida a una cirugía involucra la formación de 
una compleja red de vasos sanguíneos que es estimulada por el VEGF. En 
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trabajos previos se demostró un incremento en la producción de este factor por 
parte de los hepatocitos luego de una hepatectomía y se lo correlacionó con un 
aumento de sus receptores en las células endoteliales. Concluyéndose que el 
incremento en la expresión del VEGF y sus receptores indujo la proliferación de 
las células endoteliales (31). 
Diversos autores (31), demostraron que el VEGF es uno de los factores 
angiogénicos más potentes y juega un rol importante durante la regeneración 
hepática en ratones. Nuestros resultados muestran que la máxima expresión 
del VEGF en ratones hepatectomizados se produce a las 46 hs. 
poshepatectomía en coincidencia con algunos autores como Yehudit Kraizer y 
col. (111) quienes demostraron un incremento luego de una hepatectomía 
parcial en la expresión del mRNA del VEGF en los hepatocitos a las 24 y 72 hs. 
posteriores a la operación. Hiroaki Shimizu (195) por su parte, demostró la 
máxima expresión del VEGF en las áreas periportales, entre las 48 y 72 h 
poshepatectomía y Michalopoulos y col. (144) quienes sostienen que las 
células endoteliales proliferan el tercer día poshepatectomía. 
Cuando estudiamos la expresión del VEGF en ratones portadores del 
hepatocarcinoma ES2 observamos que la portación de dicho tumor produce un 
adelanto en el pico de máxima expresión del VEGF de unas 16 hs. con 
respecto a lo observado en animales no portadores. El carcinoma hepatocelular 
ES2 estaría produciendo factores que estimulan la expresión del VEGF en los 
hepatocitos durante la regeneración hepática. Entre los factores probables se 
pueden incluir al FGF-7, Keratinocyte Growth Factor (KGF), Epidermal Growth 
Factor (EGF) y TGF- α con efectos mitogénicos sobre los hepatocitos. Además, 
está comprobado que la hepatectomía parcial en roedores provoca cambios de 
concentraciones de sustancias como el factor de necrosis tumoral α (TNF-α), 
HGF, el TGF-α y TGF-β, que están implicados en la proliferación celular y 
causan la hiperplasia compensatoria de los lóbulos remanentes el hígado (52, 
107, 144). Algunos de estos factores secretados durante la hiperplasia 
compensatoria hepática pueden alterar la proliferación de las células tumorales. 
Además, la concentración de un factor puede aumentar en los tumores, por 
ejemplo, el TGF-α es sintetizado por numerosos carcinomas hepatocelulares 
en la rata (170).  
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Está demostrado que la intensidad de la regeneración se relaciona 
directamente con el porcentaje de masa hepática extraída, ya que cuando se 
extirpa el 57% del órgano la regeneración es más rápida que cuando se extrae 
el 35% (6). En el presente trabajo experimental, en el que extraemos el 70 % 
de la masa hepática total, el estímulo generado es aún mayor y por lo tanto se 
desencadena un rápido aumento en la ADNs de los hepatocitos remanentes. 
Esta ADNs de los hepatocitos del hígado regenerante del ratón presenta 
variaciones circadianas. Nuestros resultados muestran que, en los hepatocitos 
del hígado de animales hepatectomzados, la máxima actividad de síntesis se 
observa entre las 30 y las 34 h poshepatectomía. Este resultado concuerda con 
los datos presentados por otros autores, como Michalopoulos (2005) quién 
describió que el incremento de la ADNs comienza, en ratas hepatectomizadas, 
a las 12 h poscirugía, con un pico a las 24 h y Fujito (2001) quién observó que 
la mayor incorporación de BrdU en los hepatocitos del hígado regenerante 
ocurre entre las 36 y 48 h postcirugía. Por otra parte, Schibler (2003) demostró 
que la máxima actividad de ADNs se observa a las 36 h poshepatectomía, 
independientemente del momento del día en que se realice la ablación 
hepática. Está probado que la restauración de la arquitectura normal del hígado 
requiere de la formación de una red vascular adecuada para proveer nutrientes 
a los hepatocitos y a los distintos tipos celulares que lo componen. En 
concordancia con este concepto, nosotros encontramos que durante la 
regeneración hepática el primer fenómeno que se produce es el aumento en la 
síntesis de ADN por parte de los hepatocitos, que luego expresan el VEGF 
para, de esta manera poder estimular la proliferación y migración de las células 
endoteliales con la consecuente formación de nuevos vasos sanguíneos para 
restablecer así el complejo lecho vascular hepático. 
En los ratones portadores del tumor, podemos ver que la ADNs 
presenta valores muy bajos en las primeras 34 hs. posteriores a la cirugía, 
mientras que el pico de ADNs se observa a las 38 hs. poshepatectomía. 
La presencia de variaciones circadianas en la actividad mitótica de los 
hepatocitos de los ratones adultos fue un tema controversial durante años. Así 
en numerosos trabajos no se encontró ritmo circadiano cuando se estudiaron 
los hepatocitos de las ratas adultas (5). Por el contrario Surur y col. (205) 
demostraron, en ratones de la misma cepa que los utilizados en este trabajo, la 
Expresión del Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) Durante la Regeneración Hepática      Andrini L.B 
   
 71
presencia de ritmos circadianos en la actividad mitótica de los hepatocitos del 
ratón adulto encontrando el pico mitótico a las 14:00hs. Por otro lado se conoce 
que la respuesta hiperplásica compensatoria de los hepatocitos tras la 
hepatectomía posee variaciones circadianas, con máximas actividades 
mitóticas en la fase de reposo del animal (58, 59). 
Esta ritmicidad se mantiene hasta 10 días poscirugía (62) En el presente 
estudio al analizar la AM se observa un leve incremento a las 16/30 con valores 
máximos a las 8/46 marcando un pico a las 12/50 HD/HPH. Es probable que el 
incremento temprano de la proliferación se deba a factores extrahepáticos, en 
especial HGF (144). Estos resultados coinciden con los observados por 
Barbeito en su trabajo de tesis doctoral (19).  
Cuando evaluamos a los ratones operados y portadores del tumor 
observamos un incremento en la AM de los hepatocitos con respecto a la 
observada en los no portadores, con valores en promedio superiores y con un 
pico que se ubicó a las 08/46 HD/HPH. Estos datos se contraponen con los 
estudiados por Barbeito (19) en los que observó un retraso en el inicio de la 
respuesta regenerativa en animales portadores del hepatocarcinoma ES12a. 
Por otro lado, se ha demostrado que el tratamiento con extractos de algunos 
tumores como el ES2 y el SS1K inhiben la regeneración hepática (15, 149).  
La regeneración hepática es un fenómeno muy complejo en el cual están 
involucrados numerosos factores de crecimiento, que podrían estar alterados 
en los animales portadores de neoplasias, tanto por ser sintetizados por el 
mismo tumor como por ser estimulada su síntesis por un efecto indirecto del 
tumor sobre las células normales del organismo. Entre estos factores se 
encuentra el TNFalfa (144) que sería la primer sustancia involucrada en el 
proceso regenerativo. Está demostrado que el TNFalfa alcanza niveles 
importantes entre las 2 y 3 h poshepatectomía (49). Este factor, en dosis 
inferiores a la tóxica, estimula tanto la ADNs como la AM del hígado 
regenerante (29). Durante la regeneración hepática sería producido por las 
células de Kupffer y su acción estaría mediada por la IL6 (144). El TNFalfa 
permite que los hepatocitos salgan de G0 y sean competentes para responder 
al HGF, el que se incrementa en plasma antes de la primera hora 
poshepatectomía (137, 145). HGF y TNFalfa serían las sustancias que generan 
el incremento inicial en la ADNs observado en el presente estudio en el grupo 
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de ratones portadores. Otros factores intervinientes en la regeneración del 
hígado luego de la hepatectomía son el TGFalfa y el EGF (136, 144), quienes 
comparten el mismo receptor (51) y estimulan la proliferación de los 
hepatocitos (140). TGFalfa es producido por las células de algunos carcinomas 
hepatocelulares de ratas (170), por lo que las concentraciones diarias de este 
factor en los portadores del tumor podrían estar alteradas y por lo tanto 
desincronizar la respuesta regenerativa del hígado. La concentración del FGF 
también se incrementa luego de la hepatectomía, aunque no se conoce su 
intervención real en la regeneración hepática (129). Se puede suponer que su 
acción más importante ocurre sobre el tejido conectivo intersticial. Algunos 
tumores producen factores de la familia del TGFalfa, los cuales constituyen el 
primer freno para la regeneración hepática (144), los hepatocitos se vuelven 
refractarios al efecto de este factor durante las primeras 48 h poshepatectomía 
(144, 183), por lo que, al analizar solo el primer día poshepatectomía, no 
podríamos detectar su efecto. 
Existen pocos estudios que investigan el crecimiento regenerativo del 
hígado en animales que portan tumores. Badrán et al. (14) en ratones 
portadores de otro carcinoma hepatocelular, el SS1K, observaron una 
estimulación en la AM de los hepatocitos de los portadores al compararla con la 
hallada en los testigos hepatectomizados no portadores del tumor. Algunos 
trabajos previos mencionan, que en ratones hepatectomizados, la inyección de 
células provenientes del tumor de ascitis de Ehrlich y de sarcomas genera un 
incremento en el índice mitótico de los hepatocitos (180). Por otra parte, Ueda 
et al. (212) observaron que cuando se implantaron células del tumor de ascitis 
AH109A en el tejido subcutáneo de ratas con hepatectomía parcial, ocurre un 
incremento significativo en la ADNs y en el flujo sanguíneo hepático. Por el 
contrario existen publicaciones que demuestran que el tratamiento con 
extractos de tumores hepatocelulares como el ES2 y el SS1K inhiben la 
regeneración hepática (15, 149), otros estudios demostraron en los hepatocitos 
del hígado regenerante de ratones portadores del tumor ES12a, una 
desincronización en la curva diaria de ADNs (79). En un trabajo más reciente, 
Altun et al. (7) revelaron que la inyección intraperitoneal, en ratones, de células 
del tumor de ascitis de Ehrlich, inmediatamente luego de la hepatectomía 
parcial, no genera efectos detectables en el primer y segundo día poscirugía, 
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pero luego ocurre un rápido aumento en el porcentaje de células regenerantes 
al compararlo con el encontrado en los animales que no fueron inyectados con 
células tumorales.  
También se ha visto que algunos tumores producen factores de la familia 
del TGFß que constituyen el primer freno para la regeneración hepática (144). 
Normalmente los hepatocitos no responden al efecto mitoinhibidor de TGFß 
durante las primeras horas poshepatectomia siendo entonces las 
catecolaminas, parcialmente las responsables de esta menor sensibilidad de 
los hepatocitos al TGFß. El estrés es otro factor que puede alterar la 
regeneración hepática (18). Esto nos permite suponer que la presencia de un 
tumor injertado podría modificar la regeneración hepática, como un proceso 
paraneoplásico en el que actuaría el estrés ya sea mediante un efecto 
hormonal directo o por modificar la sensibilidad al efecto de TGFß (144). Por 
otro lado, nuestros resultados coinciden con los encontrados en los hepatocitos 
del hígado regenerante de animales portadores del carcinoma hepatocelular 
SS1K, en los que se encontró un adelantamiento del pico mitótico seguido de 
niveles más bajos de proliferación (14), como así también en los resultados 
encontrados por otros grupos de trabajo, en los que se demostró que la 
respuesta regenerativa del hígado se incrementó en los animales portadores de 
tumores (197).  
Como ya mencionamos la angiogénesis es un proceso complejo que 
implica la migración de células y la proliferación de la células endoteliales para 
la remodelación de los nuevos vasos sanguíneos (106). El crecimiento de los 
tumores sólidos, como el analizado en este estudio, necesita de una adecuada 
red vascular tanto para el suministro de oxígeno y nutrientes como para 
eliminar los productos residuales, ya que se ha comprobado que la proliferación 
de células tumorales disminuye al aumentar la distancia que les separa de los 
vasos sanguíneos (215,216).  
Como podemos ver en nuestro trabajo, tanto en los hepatocitos 
regenerantes de animales portadores como de no portadores se observaron 
variaciones circadianas en la expresión de VEGF. Por otro lado, la presencia 
de un tumor trasplantado produce modificaciones en la intensidad y el 
momento en que se produce la máxima expresión del VEGF. En los animales 
trasplantados el pico de dicho factor aparece antes y con valores más altos que 
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el grupo control. Por lo tanto, podemos afirmar que el carcinoma hepatocelular 
ES2 aumenta y acelera, directa o indirectamente, la expresión de VEGF en los 
hepatocitos. El tumor podría estimular de forma autocrina o paracrina a que los 
hepatocitos aumenten su expresión de VEGF para iniciar el proceso de 
angiogénesis. El concepto de que para el desarrollo de numerosos tumores y 
su posterior metástasis es necesario la formación de nuevos vasos 
sanguíneos, hace que el control de la angiogénesis tumoral sea un prometedor 
camino en la terapéutica contra el cáncer. Para el crecimiento tumoral y para 
originar metástasis se requiere de un proceso celular y molecular complejo 
entre las células cancerosas, las células endoteliales y la matríz extracelular. 
Las células tumorales producen proteínas específicas, como el VEGF, para 
estimular la angiogénesis.  
Se ha postulado otro mecanismo que podría estar involucrado en la 
génesis de los ritmos circadianos en la proliferación de las células neoplásicas: 
las variaciones diarias en el flujo sanguíneo. Estos cambios no se encuentran 
en los tejidos normales pero sí en los tumorales (96), por lo que es probable 
que la menor o mayor llegada de sangre a las células neoplásicas influya sobre 
el CC de las mismas. Para el desarrollo de tumores sólidos como los 
carcinomas hepatocelulares es indispensable la presencia del VEGF, ya que 
estas son neoplasias muy vascularizadas (218, 226). Las áreas necróticas e 
hipóxicas de los tumores regulan positivamente la expresión de los genes que 
es dependiente del VEGF al menos a través de dos mecanismos: activación de 
la transcripción y aumento de la estabilidad del ARNm del VEGF (218). La 
angiogénesis tumoral también puede ser estimulada por otros factores de 
crecimiento como el PDGF y el FGF (106). La mayor o menor afluencia de 
sangre a la neoplasia está relacionada con una mayor o menor llegada del 
VEGF y de otros factores al sitio del desarrollo tumoral.  
La presencia del VEGF es el estímulo más importante para la 
neoformación de vasos sanguíneos tanto para poblaciones celulares normales 
como tumorales (207). La hepatectomía parcial produce la liberación de 
grandes cantidades de VEGF (207), lo cual genera el desarrollo de una buena 
red capilar que permite el crecimiento tisular. Por otro lado, cada tumor tiene un 
patrón único de desarrollo microvascular, que puede ser debido a la producción 
de factores específicos producidos y/o liberados por las mismas células 
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tumorales que estimulan a las células endoteliales del tejido anfitrión 
promoviendo así su propia vasculatura (207). 
El VEGF previene la apoptosis de las células tumorales, lo que asociado 
a su potencial angiogénico, estimula la capacidad metastásica y acelera la 
actividad proliferativa de los tumores, después de alcanzar el órgano blanco. 
Su mecanismo de acción se desarrolla a través de la inducción de la 
angiogénesis alrededor del tumor, a partir de un lecho vascular existente en el 
tejido normal vecino, en un período temprano de desarrollo del mismo, seguido 
de una neovascularización que va acompañando al crecimiento tumoral (194). 
Se debe mencionar también la posible influencia endocrina sobre 
algunas de las alteraciones de la proliferación celular encontradas en los 
hepatocitos de los animales hepatectomizados y portadores del tumor. Es 
conocido que la presencia del carcinoma hepatocelular SS1K injertado en el 
ratón genera cambios ultraestructurales en las células somatotróficas de la pars 
distalis (16), estas modificaciones presentan variaciones circadianas. También 
la hepatectomía modifica la ultraestructura de la adenohipófisis (85). Se conoce 
que la STH tiene un efecto promotor sobre la AM hepatocítica (50); y que los 
ratones transgénicos que sobreexpresan en el hígado STH poseen hiperplasia 
hepática (187). Por otra parte, la presencia de tumores en la glándula adrenal 
determina cambios en los RC de los niveles plasmáticos de cortisol (2). Debe 
considerarse que todas estas modificaciones de origen endocrino no permiten 
explicar por sí solas los cambios generados por los tumores sobre la 
proliferación celular, ya que la presencia del mismo tumor posee efectos 
diferentes según cual sea la población celular estudiada (22), lo que demuestra 
la importancia del microambiente en que se encuentra la célula. 
La magnitud de los efectos locales generados por la presencia del tumor 
podría relacionarse con la producción de factores de crecimiento por parte de 
éste, ya que algunos de estos factores pasan a la circulación general (1, 137). 
Así, una síntesis excesiva de factores tumorales podría modificar los ritmos 
normales de sus concentraciones plasmática y tisular y, como consecuencia, la 
estructura temporal de la proliferación.  
Como mencionamos anteriormente, la proliferación de las células 
endoteliales es un requisito indispensable para la neovascularización durante el 
crecimiento tumoral, por lo que ha cobrado gran interés la identificación de 
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potenciales mitogénicos endoteliales producidos por las propias células 
tumorales. También se ha señalado la importancia del microambiente tanto 
para las células normales como para las tumorales ya que la hipoxia regularía 
la expresión del VEGF a través de la activación de la transcripción del mismo, y 
se sabe que el microambiente tumoral es en general hipóxico (110). Por todas 
estas razones es que en los últimos años se ha empezado a dar gran 
importancia al estudio de la expresión del VEGF como posible factor pronóstico 
para muchos tumores. En trabajos previos hemos analizado la expresión del 
VEGF y su relación con la densidad de la microvasculatura mediante la 
utilización del CD34 (antígeno endotelial utilizado para la marcación de la 
densidad de la microvasculatura), en dos líneas de NSCLC (Carcinomas de 
células no pequeñas de pulmón), adenocarcinoma y carcinoma epidermoide 
con bajo grado de diferenciación y en cáncer de colon humano, como 
excelentes marcadores de neoangiogénesis en NSCLC (97, 100). 
Sabemos que la regulación de la angiogénesis depende de diferentes 
factores estimuladores e inhibidores necesarios para la formación de una red 
vascular, por lo tanto cuando se altera este mecanismo en los tumores se 
disparan factores estimuladores de la angiogénesis. En condiciones de hipoxia 
se activan un número importante de factores angiogénicos, entre estos el 
primero es el VEGF. La elaboración de las primeras drogas antitumorales 
fueron aquellas que bloqueaban al VEGF, sin embargo el uso de preparaciones 
anti-VEGF fueron eficientes sólo cuando se las utilizó en combinación con otras 
sustancias quimioterápicas. Sin embargo el conocimiento de los mecanismos 
de regulación de la angiogénesis, en particular su activación en el desarrollo de 
tumores hacen posible la elaboración de nuevos avances en la terapéutica del 
cáncer (106). 
No ha perdido vigencia lo mencionado por Wood (222) en su trabajo 
acerca de que es necesario comprender mejor la estructura temporal del 
paciente y de la neoplasia para poder tener una mejor oportunidad para 
optimizar la modalidad diagnóstica y la terapéutica del tratamiento antitumoral.  
Al analizar en forma conjunta los resultados encontrados en el presente 
trabajo podemos resumir que cuando un tejido se encuentra en una situación 
de proliferación activa, como es el caso del hígado luego de una hepatectomía 
del 70%, sus células reaccionan inmediatamente sintetizando ADN, luego 
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expresando VEGF, de manera de garantizar la formación de un lecho vascular 
suficiente para nutrir a todas las células hijas. Finalmente, cuando las 
condiciones están dadas, los hepatocitos se dividen produciendo de esta 
manera el pico de actividad mitótica. Estos tres parámetros se manifiestan con 
un ritmo circadiano similar al de las poblaciones celulares en situación normal. 
Por otro lado, observamos que la presencia en el organismo de un tumor 
maligno modifica todo este esquema de regeneración. En este caso se produce 
primero el pico de expresión del VEGF, seguido del pico de ADNs y finalmente 
del de AM. Además los valores de los mismos son mayores en todos los casos 
si los comparamos con los de los animales no portadores del tumor. Esta 
observación nos está indicando que las células tumorales que normalmente 
sintetizan VEGF para su propio desarrollo, podrían estar influenciando directa o 
indirectamente la mayor y más rápida expresión del VEGF por los hepatocitos, 
seguida del pico de ADNs y finalmente de AM. El aumento en los valores de los 
picos de ADNs y AM correspondientes a los hepatocitos de los animales 
portadores, podría ser explicado por una estimulación ocasionada por la gran 
cantidad de factores de crecimiento mitogénicos presentes en todos los 
tumores malignos que son liberados a la circulación general. Sabemos que 
todos los tumores malignos liberan factores para regular en forma autocrina o 
paracrina su propio crecimiento y que muchos de ellos regulan de forma 
endocrina el crecimiento de sus metástasis ya que está comprobado que en 
muchos casos, al extraer el tumor primario se produce una disminución en el 
tamaño de la metástasis, en este caso existe un tejido (el hígado en 
regeneración) con una tasa de crecimiento anormalmente alta que podría ser 
reconocido por el tumor primario como una metástasis. 
Una vez más queda demostrado que los mecanismos que regulan el 
crecimiento tisular poseen un elevado grado de complejidad, viéndose 
modificadas las respuestas ante los distintos tratamientos experimentales a los 
cuales puede ser sometida una población celular.  
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSIONES 
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Basándonos en los objetivos propuestos para la realización de este 
trabajo de tesis, podemos concluir que: 
 
 
9 Los hepatocitos del hígado de ratones hepatectomizados no 
portadores del tumor presentaron una curva circadiana evidente, en 
la que se observó que la máxima expresión del VEGF se encontró a 
las 08/46 y su valor mínimo a las 12/50 HD/HPH. 
 
9 En los animales hepatectomizados no portadores del tumor ES2 se 
observó que los hepatocitos presentaron una curva circadiana de 
ADNs con valores máximos ubicados entre las 30 y 34 horas 
poshepatectomía y de actividad mitótica con valores máximos a las 
50 horas poshepatectomía. 
 
9 Al comparar los tres parámetros estudiados durante la regeneración 
hepática, los hepatocitos del hígado de animales hepatectomizados 
no portadores del tumor ES2 presentaron un valor máximo de 
síntesis de ADN entre las 16/30 y 20/34, mientras que el valor 
máximo de expresión del VEGF se encontró 12 horas posteriores al 
mismo (a las 08/46), seguido por el valor máximo de AM a las 12/50 
HD/HPH. 
 
9 La presencia del tumor injertado ES2 genera cambios detectables en 
las curvas circadianas de la expresión del VEGF, en la ADNs y AM 
de los animales hepatectomizados, provocando modificaciones en la 
distribución espacial y temporal de los valores correspondientes a los 
mismos. El valor máximo de expresión del VEGF se encontró 
adelantado (a las 16/30) y 8 horas después (00/38) se observó el de 
ADNs. Por su lado el valor máximo de AM se produjo 8 horas más 
tarde, a las 08/46. 
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9 Al comparar el pico de máxima expresión del VEGF (08/46) con el de 
las 8/72 en animales hepatectomizados y no portadores observamos 
que los valores descienden, pero la portación del tumor ES2 produjo 
una nueva estimulación en la expresión del VEGF por parte de los 
hepatocitos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Finalmente, se puede concluir que los factores de 
crecimiento producidos por las células del tumor maligno ES2, de 
ratones machos de la cepa C3HS hepatectomizados que son 
liberados a la circulación general, podrían reconocer el tejido 
regenerante con una alta tasa proliferativa, como una metástasis 
y serían entonces los responsables de alterar el microambiente 
del tejido hepático determinando de esta forma cambios en la 
cronobiología de la síntesis de ADN, de la actividad mitótica y de 
la expresión del VEGF. 
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Tabla 1: Estudio de la expresión del VEGF en el hígado en 
regeneración de ratones no portadores del tumor. 
  
 
  
 ± ES 
 
n 
 
12/26 
 
1.8 ± 0.2 
 
5 
 
16/30 
 
1.9 ± 0.2 
 
5 
 
20/34 
 
1.7 ± 0.1 
 
5 
 
00/38 
 
1.9 ± 0.3 
 
5 
 
04/42 
 
   2 ± 0.1 
 
5 
 
08/46* 
 
2.6 ± 0.1 
 
6 
 
12/50* 
 
1.6 ± 0.3 
 
6 
 
08/72 
 
1.2 ± 0.2 
 
6 
 
 
 
1.8 ± 0.1 
 
 
  
*p<0.05 
 
 
 
Referencias 
 
: media 
ES: error estándar 
n: cantidad de ratones  
p: probabilidad 
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Tabla 2: Estudio de la expresión del VEGF en el hígado en 
regeneración de ratones adultos portadores de tumor. 
 
 
HD/HPH 
 
    ± ES 
 
n 
 
12/26 
 
  2.1 ± 0.1 
 
5 
 
16/30* 
 
  3.7 ± 0.1 
 
5 
 
20/34 
 
  2.2 ± 0.2 
 
5 
 
00/38* 
 
  1.2 ± 0.2 
 
5 
 
04/42 
 
     2 ± 0.2 
 
5 
 
08/46* 
 
  1.8 ± 0.1 
 
6 
 
12/50* 
 
  1.7 ± 0.2 
 
6 
 
08/72 
 
3.02 ± 0.1 
 
5 
 
 
 
  2.2 ± 0.1 
 
 
  
       *p<0.001 
 
  
 
Referencias: 
 
: media 
ES: error estándar 
n: cantidad de ratones 
p: probabilidad 
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Tabla 3: Establecimiento del pico de síntesis de ADN  en el hígado 
en regeneración de ratones adultos no portadores de tumor.
 
 
HD/HPH 
 
    ± ES 
 
n 
 
12/26 
 
  2.4 ± 0.1 
 
5 
 
16/30* 
 
  3.4 ± 0.3 
 
5 
 
20/34 
 
  3.3 ± 0.4 
 
5 
 
00/38* 
 
  1.8 ± 0.2 
 
5 
 
04/42 
 
  2.5 ± 0.4 
 
5 
 
08/46 
 
  2.1 ± 0.07 
 
6 
 
12/50 
 
  3.2 ± 0.08 
 
5 
 
 
 
  2.7 ± 0.1 
 
  
*p<0.01 
 
 
 
Referencias:  
 
: media 
ES: error estándar 
n: cantidad de ratones 
p: probabilidad 
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Tabla 4: Establecimiento del pico de síntesis de ADN  en el hígado en 
regeneración de ratones adultos portadores de tumor. 
 
 
HD/HPH 
 
    ± ES 
 
n 
 
12/26 
 
  1.6 ± 0.1 
 
5 
 
16/30 
 
  1.1 ± 0.3 
 
5 
 
20/34 
 
  2.8 ± 0.4 
 
5 
 
  00/38* 
 
  4.6 ± 0.3 
 
5 
 
04/42 
 
  2.2 ± 0.3 
 
5 
 
 08/46* 
 
  2.4 ± 0.1 
 
6 
 
 12/50* 
 
  2.2 ± 0.3 
 
6 
 
 
 
  2.4 ± 0.2 
 
  
*p<0.001 
 
 
 
Referencias: 
 
: media 
ES: error estándar 
n: cantidad de ratones 
p: probabilidad 
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Tabla 5: Estudio de la actividad mitótica en el hígado en regeneración 
de ratones adultos no portadores de tumor. 
 
 
HD/HPH 
 
    ± ES 
 
n 
 
12/26 
 
  0.2 ± 0.1 
 
5 
 
16/30 
 
       0.4 ± 0.008 
 
5 
 
20/34* 
 
    0.1 ± 0.02 
 
5 
 
00/38 
 
    0.2 ± 0.02 
 
5 
 
04/42* 
 
    0.1 ± 0.02 
 
5 
 
08/46* 
 
  0.8 ± 0.2 
 
6 
 
12/50* 
 
    2.3 ± 0.01 
 
6 
 
 
 
  0.6 ± 0.3 
 
  
*p<0.001 
 
 
 
Referencias: 
 
: media 
ES: error estándar 
n: cantidad de ratones 
p: probabilidad 
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Tabla 6: Estudio de la actividad mitótica en el hígado en regeneración 
de ratones adultos portadores de tumor. 
 
 
HD/HPH 
 
    ± ES 
 
n 
 
   12/26* 
 
  0.05 ± 0.05 
 
5 
 
  16/30 
 
   0.3 ± 0.1 
 
5 
 
  20/34 
 
    0.1 ± 0.06 
 
5 
 
   00/38* 
 
  0.1 ± 0.1 
 
5 
 
  04/42 
 
  0.6 ± 0.1 
 
5 
 
   08/46* 
 
3.01 ± 0.3 
 
6 
 
  12/50 
 
  2.1 ± 0.3 
 
6 
 
   
 
  0.9 ± 0.4 
 
  
*p<0.001 
 
 
 
Referencias:  
 
: media 
ES: error estándar 
n: cantidad de ratones 
p: probabilidad 
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Gráfico 1: Estudio de la expresión del VEGF en el hígado en 
regeneración de ratones adultos no portadores de tumor. 
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Gráfico 2: Estudio de la expresión del VEGF en el hígado en 
regeneración de ratones adultos portadores de tumor. 
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Gráfico 3: Estudio de la expresión del VEGF en el hígado en 
regeneración de ratones adultos intactos y portadores de 
tumor. 
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Gráfico 4 y 5: Estudio comparativo de la expresión del VEGF en el 
hígado en regeneración de ratones adultos intactos y no 
portadores de tumor en el punto horario de 08/72  y 08/46 
horas. 
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Gráfico 6: Establecimiento del pico de síntesis de ADN  en el hígado en 
regeneración de ratones adultos no portadores de tumor. 
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Gráfico 7: Establecimiento del pico de síntesis de ADN  en el hígado en 
regeneración de ratones adultos portadores de tumor. 
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Gráfico 8: Establecimiento del pico de síntesis de ADN  en el hígado en 
regeneración de ratones adultos no portadores y portadores 
de tumor. 
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Gráfico 9: Estudio de la actividad mitótica en el hígado en 
regeneración de ratones adultos no portadores de tumor.
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Gráfico 10: Estudio de la actividad mitótica en el hígado en 
regeneración de ratones adultos portadores de tumor. 
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Gráf o 11: Estudio de la actividad mitótica en el hígado en 
regeneración de ratones adultos no portadores y portadores de 
tumor. 
ic
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